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RESUMO  
Actualmente, o recurso a próteses maxilofaciais é comum e constitui uma alternativa quando a 
cirurgia de reconstrução funcional e estética não são suficientes. Contudo, estas próteses 
estão sujeitas a contaminação microbiana que pode culminar com o desenvolvimento de 
infecções e consequente remoção do dispositivo. Vários esforços têm sido conduzidos no 
sentido de desenvolver novos materiais ou melhorar os existentes, dos quais se destaca o uso 
de biosurfactantes, dado que conferem às superfícies dos materiais características anti-adesiva 
e/ou antimicrobianas. Neste sentido, o trabalho desenvolvido na presente dissertação de 
mestrado teve por objectivo principal o estudo da redução da adesão microbiana a materiais 
usados em próteses maxilofaciais (borracha de silicone e aço inoxidável 316 L), através da 
adsorção de biosurfactantes produzidos por bactérias lácticas, tais como a Streptococcus 
thermophilus A e Lactobacillus paracasei, e da adsorção de surfactantes químicos, 
nomeadamente o Oxidet® DM20 e o Findet® 1214/N23.  
Os parâmetros cinéticos foram avaliados no sentido de caracterizar a produção de 
biosurfactante por ambas as estirpes bacterianas, tendo-se obtido rendimentos de produção 
reduzidos. A S. thermophilus A revelou uma maior taxa de produção do composto tensioactivo 
relativamente à L. paracasei. A actividade dos surfactantes foi aferida através da medição da 
tensão superficial e ângulos de contacto (apenas no caso do aço inoxidável 316 L). O composto 
que revelou maior poder tensioactivo foi o Oxidet® DM20, enquanto os biosurfactantes 
apresentaram valores de tensão superficial semelhantes e superiores aos obtidos com os 
surfactantes químicos. A medição dos ângulos de contacto permitiu verificar que a 
hidrofilicidade do metal foi aumentada com a adsorção dos dois biosurfactantes e o Findet® 
1214/N23. Os ensaios de anti-adesão mostraram uma redução da adesão de 50 a 70 % de 
Staphylococcus schleifen MFP 5-1 e Candida parapsilosis MFP 16-2 na superfície de 
poliestireno condicionada com o biosurfactante de S. thermophilus A e Findet® 1214/N23 para 
a bactéria, e ambos os biosurfactantes para o fungo. Os resultados alcançados com a C. 
albicans MFP 22-1 foram menos conclusivos. Todavia conseguiu-se uma redução em cerca de 
30 % com o Findet® 1214/N23. A adesão da S. schleifen MFP 5-1 à superfície da borracha de 
silicone foi reduzida em 81 a 90 % com os biosurfactantes e o Findet® 1214/N23, a 1 g/L; 
enquanto na superfície do aço se obteve uma inibição da adesão de cerca de 34 e 59 % com os 
biosurfactantes de S. thermophilus A e L. paracasei, respectivamente. Mais uma vez os ensaios 
com a C. albicans MFP 22-1 revelaram-se inconcludentes, obtendo-se, todavia, uma redução 
da sua adesão em 60 % com o Findet® 1214/N23 na superfície de silicone.  
 v 
Concluindo, é possível afirmar que os surfactantes, destacando-se os de origem biológica, 
constituem uma solução possível e interessante para reduzir a adesão microbiana a 
dispositivos médicos.  
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ABSTRACT  
Nowadays the use of maxillofacial prostheses is common and constitutes an alternative 
whenever functional reconstruction and aesthetic surgery is not enough. However, these 
prostheses are prone to microbial contamination that can lead to infections and the 
consequent failure and removal of the device. Several efforts have been conducted in order to 
develop new biomaterials or improve existing ones, highlighting the use of biosurfactants since 
they confer anti-adhesive and/or antimicrobial characteristics to the surfaces. Based on this, 
the aim of this thesis was to reduce or inhibit the microbial adhesion to silicone rubber and 
stainless steel 316 L, materials commonly used in maxillofacial prosthesis, through the 
adsorption of biosurfactants produced by lactic bacteria, such as Steptococcus thermophilus A 
and Lactobacillus paracasei, and through the adsorption of chemical surfactants, namely 
Oxidet® DM20 and Findet® 1214/N23.  
Kinetic parameters were evaluated to characterize the production of biosurfactants. The yields 
of biosurfactant production were low. S. thermophilus A revealed a higher production rate as 
compared to L. paracasei. Surfactants activity was characterized by measurement of surface 
tension and contact angles (only in stainless steel 316 L). Oxidet® DM20 exhibit more reduction 
of surface tension, while both biosurfactants showed similar values and superior to the ones 
obtained for synthetic surfactants. The contact angles measurement showed that the 
hydrophilicity of metal was increased due to the adsorption of both biosurfactants and Findet® 
1214/N23. The anti-adhesion assays revealed a reduction of the adhesion of Staphylococcus 
schleifen MFP 5-1 and Candida parapsilosis MFP 16-2 between 50 and 70 % in polystyrene cell 
culture plates with a conditioning film of the two biosurfactants and Findet® 1214/N23, for the 
bacteria, and only with biosurfactants, in the case of the fungus. The results obtained with C. 
albicans MFP 22-1 were not conclusive. Notwithstanding, Findet® 1214/N23 decreased the 
adhesion of this microbe in 30 %. The adhesion of S. schleifen MFP 5-1 to silicone rubber 
surface decreased 80 to 90 % with adsorption of biosurfactants and Findet® 1214/N23, at 1 
g/L; while for the stainless steel surface adsorbed with biosurfactants from S. thermophilus A 
and L. paracasei a reduction of 34 % and 59 %, was found respectively. Again, the anti-
adhesion assays in both silicone rubber and stainless steel 316 L with C. albicans MFP 22-1 
were inconclusive.  Nevertheless, Findet® 1214/N23 adsorbed to silicone rubber decreased it 
adhesion in 60 %.  
In conclusion, it is fair to say that the surfactants, namely the ones from biological origin, 
constitute a possible and interesting solution to reduce the microbial adhesion onto medical 
devices.  
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1. INTRODUÇÃO  
1.1 Contextualização e Motivação 
O recurso a próteses tem vindo a aumentar ao longo dos tempos. Uma das áreas de destaque 
no seu uso é a maxilofacial, dadas as grandes exigências a nível funcional e estético (1). O 
desenvolvimento de novos materiais na construção de próteses tem vindo a sofrer alterações, 
pois não interessa somente o seu comportamento mecânico, mas também a sua 
biocompatibilidade e durabilidade. A borracha de silicone (2) (3) e o aço inoxidável (4) têm sido 
dois materiais bastante usados nesta área da engenharia biomédica.  
As infecções associadas aos dispositivos constituem um dos principais motivos de falência (5) 
(6). E nas próteses maxilofaciais não é excepção. A sua enorme exposição a comida, bebidas e 
saliva promove o desenvolvimento de uma microflora particular, e, por consequência, a 
colonização dos materiais protésicos e a sua falência. No sentido de evitar a ocorrência de 
infecções e consequente remoção do dispositivo, têm sido desenvolvidos esforços na 
investigação de alternativas, quer na criação de novos materiais, quer na modificação dos já 
existentes (7). 
Os biosurfactantes têm-se evidenciado como uma estratégia relevante a ter em conta, uma 
vez que torna possível a alteração das características superficiais, tornando-a simultaneamente 
anti-adesiva e com actividade antimicrobiana. Estes compostos microbianos são moléculas 
anfifílicas com uma peculiar tendência de acumular na interface, actuando sobre a adesão dos 
microrganismos (8) (9).  
Devido aos elevados custos de produção dos biosurfactantes, os surfactantes de síntese 
química podem surgir como uma possibilidade latente. Estes produtos foram ainda pouco 
estudados no que respeita à sua aplicabilidade como anti-adesivos na engenharia biomédica.  
Assim, o presente trabalho foca-se na caracterização da produção de dois biosurfactantes 
originários de bactérias lácticas (Streptococcus thermophilus A e L. paracasei), o estudo das 
suas características tensioactivas, actividade em superfícies de materiais protésicos (aço 
inoxidável 316 L e borracha de silicone - polidimetilsiloxano (PDMS) - e ainda capacidade anti-
adesiva sobre microrganismos isolados de próteses maxilofaciais (S. schleifen MFP 5-1, C. 
parapsilosis MFP 16-2 e C. albicans MFP 22-1). Comparando sempre o seu desempenho com 
dois surfactantes sintéticos - Oxidet® DM20 e Findet®1214N/23.  
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1.2 Próteses Maxilofaciais 
Com o desenvolvimento da sociedade moderna, as preocupações relacionadas com a saúde 
prendem-se, não só com a manutenção da vida, mas cada vez mais, com a qualidade de vida 
dos pacientes. Neste sentido, a reabilitação de funções e formas perdidas constitui um dos 
principais objectivos na área da engenharia biomédica (1).  
Os principais precursores de defeitos maxilofaciais são as malformações congénitas, neoplasias 
benignas ou malignas, e traumas. Aproximadamente 5% das doenças malignas estão 
localizadas na área oral e maxilofacial. O seu tratamento passa então por intervenções e 
reconstruções cirúrgicas (10) (11). Para além da diminuição ou perda da funcionalidade, esta é 
uma área de grande afecção psicológica. A reabilitação protésica constitui assim a alternativa 
cirúrgica quando a reconstrução funcional e estética da cirurgia convencional não se mostra 
suficiente, quer seja devido à não colmatação da afectação das condições psicológicas, quer da 
diminuta recuperação funcional devido à excessiva perda de massa óssea, ou ainda devido a 
limitações específicas do quadro clínico do paciente, incluindo a faixa etária do mesmo (1) (10) 
(12).  
1.2.1 Materiais Usados em Próteses Maxilofaciais 
A incessante procura pelo material ideal para a construção de próteses tem-se revelado um 
dos principais pontos de investigação nos últimos anos. Um biomaterial é, comummente, 
definido como um material utilizado em implantes e dispositivos biomédicos. São muitos os 
materiais sintéticos utilizados em aplicações biomédicas incluindo metais e ligas metálicas, 
polímeros e cerâmicos (13) (14). Devido às diferentes estruturas e, consequentemente 
propriedades que possuem, estes materiais apresentam diferentes aplicações possíveis.  
Em próteses maxilofaciais, vários têm sido os materiais usados ao longo dos tempos tendo em 
conta a evolução do conhecimento científico (1). Esta progressão no tempo e no saber incluiu 
materiais como a madeira, marfins, ceras e metais, em períodos históricos mais primórdios; 
passando ainda pelo recurso a borracha vulcânica coberta com pigmentos vegetais, de modo a 
adquirir uma tonalidade mais semelhante com a tez (15) (16) (17). A partir de 1960, os 
elastómeros de silicone foram também introduzidos na indústria protésica (1) (15).  
Desta forma, além da silicone e variadas ligas metálicas, a que se recorre desde tempos 
recônditos, para a reconstituição de variadíssimas partes anatómicas, nomeadamente a zona 
maxilofacial (15), destacam-se ainda os elastómeros de poliuretano (18), plásticos de vinil, 
acrilatos, látex, entre outros (19) (20).  
O biomaterial ideal deve ter boas propriedades químicas e físicas, sendo que a sua superfície 
deve apresentar uma boa biocompatibilidade quando sujeita ao ambiente interno do corpo, 
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que é química e mecanicamente activo. A resposta do organismo à introdução de um material 
depende das propriedades da sua superfície, uma vez que as interacções entre os tecidos e o 
material têm lugar na mesma. É importante avaliar a degradação do material, não devendo ser 
libertados produtos químicos nocivos ou provocados efeitos deletérios, como inflamação 
crónica, irritação da pele ou respostas de hipersensibilidade. A modificação das superfícies dos 
biomateriais tornou-se um campo de interesse na área médica, quer para a melhoria das 
funções de superfície, bem como o incremento da sua durabilidade, biocompatibilidade, e 
diminuição da adesão microbiana com o intuito de reduzir as infecções associadas aos 
dispositivos médicos (8) (13).  
Assim, o biomaterial ideal deverá respeitar as seguintes características:  
1. Esterilidade (não adesão por microrganismos e consequentes infecções associadas aos 
dispositivos); 
2. Máxima aceitação e mínima resposta inflamatória - biocompatibilidade; 
3. Não provocar a libertação de detritos nocivos ou carcinogénicos; 
4. Durabilidade ao longo do tempo de vida do implante;  
5. Facilidade de fabrico (20).  
Na aplicação específica em próteses maxilofaciais, outros critérios devem ainda ser tidos em 
conta, tais como características de processamento como baixa viscosidade, durabilidade, 
capacidade de coloração intrínseca e extrínseca, translucidez, baixa temperatura de 
processamento, e facilidade de modulação com o recurso a moldes reutilizáveis, facilidade na 
reprodução em número; características ao nível do comportamento como elevada resistência 
à tracção, elevada capacidade de elongação, bom módulo elástico (e flexibilidade), dureza 
suficiente, estabilidade dimensional, tensão superficial adequada, bom coeficiente de fricção, 
mínima condução térmica e eléctrica, capacidade de higienização, resistência a ataques 
químicos e às radiações ultravioleta, uma boa relação custo-eficácia e, obviamente, conforto 
do paciente (1) (20) (21) (22).  
1.2.1.1 Silicone  
Tal como já referido, o elastómero de silicone tem sido largamente utilizado como biomaterial 
em diversas aplicações biomédicas, das quais se destacam as próteses maxilofaciais (15), 
próteses da fala (2), cateteres urinários (23) e lentes de contacto (24). Este material tornou-se 
comercialmente disponível em 1943, tendo sido a sua primeira aplicação na biomedicina 
reportada dez anos depois (25).  
Silicones são polímeros sintéticos constituídos por uma cadeia principal de silício e oxigénio (Si-
O) e ramos orgânicos do grupo metilo (CH3) directamente ligados ao silício por ligações Si-C. A 
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configuração mais comum de silicone é o polidimetilsiloxano (PDMS) que é a repetição 
contínua do monómero (CH3)2SiO, como se pode verificar na Figura 1 (21) (26).  
 
 
Figura 1 – Esquema representativo da cadeia de PDMS. 
Este material reúne várias características favoráveis como o fácil fabrico, elevado grau de 
inércia química (devido à ligação forte Si-O), baixa toxicidade, e elevada estabilidade térmica e 
oxidativa. A singularidade dos PDMS é a elevada flexibilidade que as ligações Si-O-Si e Si-O 
permitem, resultando numa grande liberdade de movimento das cadeias. Esta característica é 
reflectida na sua baixa viscosidade, baixa tensão superficial, baixo ponto de fusão e 
temperaturas de transição vítrea, e é responsável pelo comportamento elástico de muitos 
PDMSs (21).  
Este polímero existe em diversas formas, nomeadamente como fluido, gel ou elastómero. Os 
fluidos são, por norma, cadeias simples em linha recta de PDMS; os géis são constituídos por 
cadeias de PDMS e grupos vinil e hidrogénio a separar os átomos de silício; os elastómeros 
(forma mais relevante para aplicações biomédicas) são compostos por PDMS que possuem 
pequenas partículas de silício amorfo, conferindo-lhes a força característica dos elastómeros 
(26).  
A borracha de silicone usada em aplicações médicas tem a mesma constituição química que os 
restantes tipos de silicone comercialmente disponíveis. Não obstante, para este fim concreto 
tem de cumprir três requisitos básicos, nomeadamente um longo historial de sucesso na 
implantação animal e humana; fabrico e manipulação em ambiente limpo; e a sua qualidade 
controlada (25).  
A hidrofobicidade do material influencia a susceptibilidade do mesmo à adesão microbiana. É 
importante notar que o elastómero de silicone é altamente hidrofóbico (27). Um aspecto 
importante a ter em consideração, tendo em conta que este material promove a colonização 
microbiana, é o facto de o contacto estreito entre as superfícies da prótese e da pele criarem 
um espaço subjacente húmido e portanto favorável ao crescimento microbiano. 
Adicionalmente, este espaço promove a irritação da pele e a deterioração da borracha de 
silicone.  
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Apesar de bastante utilizados em diversas aplicações biomédicas, estes materiais estão longe 
de serem considerados ideais. A qualidade da silicone depende essencialmente de dois 
componentes básicos, a cadeia de PDMS e as fibras de silício, e a interacção destes dois 
componentes afecta a força global e o tempo de vida do material (22) (28). Vários 
investigadores têm-se dedicado ao estudo das propriedades deste tipo de material nas suas 
várias formulações comerciais disponíveis. Neste âmbito salientam-se os trabalhos de 
Abdelnnabi, et al (1984) (29) e Bell et al (1985) (28), na área das propriedades físicas 
mencionadas como requeridas em próteses maxilofaciais de silicone, como sejam a resistência 
à tracção, elongação, dureza e resistência ao rasgamento. Estas propriedades constituem 
factores de avaliação de flexibilidade, duração e resposta ao tacto ou desempenho na 
aplicação clínica. Hulterström e a sua equipa de investigação (2006) estudaram ainda a 
molhabilidade, sorpção de água e solubilidade de diferentes silicones comercialmente 
disponíveis, e que são frequentemente usadas em próteses maxilofaciais (30). Waters et al 
(1999) avaliaram também a molhabilidade e energia de superfície de diferentes silicones 
comerciais usados em próteses maxilofaciais, reportando que não existe uma diferença 
significativa na molhabilidade entre os diferentes silicones (31).  
As maiores desvantagens destes materiais, apontadas pelos clínicos, são a sua baixa resistência 
nas extremidades, descoloração com o tempo de utilização, técnica de fabrico sensível que 
permite, por exemplo, entrada de ar e formação da bolhas no material, peso para as próteses 
de maior dimensão e baixa compatibilidade com agentes adesivos (15).  
Neste sentido, tem-se assistido a uma grande preocupação dos investigadores em melhorar as 
propriedades deste material através de combinações com outros materiais ou modificações da 
sua superfície. Exemplos deste tipo de estudos são o de Aziz et al (2003b), em que os 
investigadores promoveram a modificação num tipo novo de silicone de modo a optimizar a 
sua molhabilidade (32). Bellamy et al (2003) investigaram uma nova formulação de silicone 
com multi-camadas (três), com o objectivo de melhorar o desempenho global do material final 
em próteses maxilofaciais (33). Rodrigues e seus colaboradores (2004a (34), 2004b (35) e 
2006a (36)) reportaram ainda o aumento da molhabilidade da superfície da borracha de 
silicone revestida com biosurfactantes, bem como a redução da colonização microbiana, 
despertando o interesse da potencial utilização destes produtos biológicos na superfície de 
silicone para várias aplicações médicas, como as próteses maxilofaciais.  
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1.2.1.2 Metais – aço inoxidável 316 L 
Vários metais têm vindo a ser utilizados com sucesso como biomateriais, particularmente em 
aplicações ortopédicas, na cirurgia oral e maxilofacial (e.g., implantes dentários, placas 
craniofaciais, próteses da mandíbula e os parafusos), e na cirurgia cardiovascular (e.g., partes 
de pacemakers, desfibrilhadores, e corações artificiais; cateteres; substitutos de válvulas; 
stents; e clips de aneurismas). Adicionalmente, instrumentos cirúrgicos e outros associados à 
medicina dentária, tais como agulhas, grampos, e caixas das bombas para libertação de 
fármacos, são também constituídos por materiais metálicos (37) (38).  
É importante referir que muito poucos metais vulgarmente utilizados na indústria são 
biocompatíveis e capazes de obter uma boa performance a longo termo como implantes no 
corpo humano. Na selecção dos elementos constituintes de ligas aplicadas em biomedicina, 
devem-se privilegiar elementos não tóxicos. Na Figura 1Erro! A origem da referência não foi 
encontrada. está representada a biocompatibilidade de alguns metais puros e ligas metálicas 
geralmente utilizados em aplicações biomédicas (37).  
Figura 2 - Relação entre a resistência à polarização e biocompatibilidade dos metais puros, ligas crómio-
cobalto e aços inoxidáveis (adaptado de (39)).  
Os aços inoxidáveis (ou aços inox) são ligas de ferro (Fe) que contêm no mínimo 10,5% de 
crómio (Cr), a quantidade necessária para prevenir a formação de ferrugem em ambientes 
agressivos (daí a designação de “inoxidáveis”). Poucos aços inox contêm mais de 30% de Cr ou 
menos do que 50% de Fe. A formação de um filme rico em óxido de crómio à superfície 
(aproximadamente 2 nm de espessura), invisível e aderente, confere-lhes as características de 
inoxidáveis. Esta camada forma-se espontaneamente na presença de oxigénio (37).  
Outros elementos podem ser acrescentados à composição da liga metálica com o objectivo de 
adequar algumas propriedades a uma determinada aplicação e finalidade. Os mais comuns são 
os seguintes: 
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• Níquel (Ni) – provoca uma mudança na estrutura incrementando a ductilidade, 
resistência mecânica a quente e soldabilidade (importante no fabrico); aumenta ainda 
de forma geral a resistência à corrosão. 
• Molibdénio (Mo) e Cobre (Cu) – têm como finalidade aumentar a resistência à 
corrosão em ambientes húmidos. 
• Silício (Si) e Alumínio (Al) – melhoram a resistência à oxidação a altas temperaturas. 
• Titânio (Ti) e Nióbio (Nb) – usados como elementos estabilizadores dos aços 
austeníticos, impedindo a precipitação de Cr em forma de carbonetos durante 
aquecimentos e arrefecimentos lentos, o que provocaria uma diminuição da 
resistência local à corrosão (40).  
O aumento da quantidade de Cr na liga, para além dos 10,5 %, concede ainda uma maior 
resistência à corrosão. Assim, a adição de outros elementos à liga metálica permite adequar 
uma maior resistência à corrosão em ambientes específicos ou o desenvolvimento de 
propriedades físicas e mecânicas desejadas (37). Os aços inox usados em dispositivos médicos 
devem estar preparados para estar em contacto prolongado e confinados às condições 
existentes nos tecidos biológicos (e.g. temperatura, salinidade) (37).  
Os aços inoxidáveis têm diferentes designações e categorias consoante a sua constituição. As 
designações de três dígitos estabelecidas pela American Iron and Steel Institute (AISI) foram 
adoptadas por praticamente todas as indústrias a nível mundial. Assim, as séries 200 e 300 
constituem geralmente aços inox austeníticos, enquanto a série 400 constitui ferríticos ou 
martensíticos. Alguns aços inoxidáveis têm sufixos de uma ou duas letras, indicando uma 
mudança particular na composição (37) (40).  
Os aços inox austeníticos são populares em implantes devido ao seu relativo baixo preço, 
podem ser fabricados com recurso a técnicas simples e comuns, e as suas propriedades 
mecânicas são susceptíveis de optimização ao nível de resistência e ductilidade. Os aços inox 
austeníticos não são suficientemente resistentes à corrosão para serem usados por tempos 
prolongados como materiais implantáveis. Dada esta desvantagem relativamente ao titânio, 
por exemplo, estes aços inox encontraram uma maior aplicabilidade em parafusos e placas 
para os ossos, pregos e varas e outras aplicações temporárias. Por outro lado, estas ligas de 
aço inox demonstram melhor soldabilidade e conformabilidade comparativamente com as 
ligas de titânio (37) (41).  
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O tipo 316 L (18Cr-14Ni-2,5Mo) é uma variante da composição do 316, fundido no vácuo e de baixo carbono. A fundição no vácuo aumenta a limpeza. A 
composição química maximiza a resistência à corrosão localizada e favorece uma microestrutura livre de ferrite. (37) Na Tabela 1 apresentam-se as 
propriedades químicas do aço 316 L (material utilizado no presente trabalho), na Tabela 2 as suas propriedades físicas e na Tabela 3 as suas propriedades 
mecânicas.  
 
Tabela 1 – Propriedades químicas do aço inox 316 L (42) 
% em peso C Si Mn P S N Cr Mo Ni 
316 L 0,030 1,00 2,00 0,045 0,015 <0,11 16,50-18,00 2,00-2,50 10,00-13,00 
 
Tabela 2 – Propriedades físicas do aço inox 316 L (43) 
Peso 
específico 
(kg/dm3) 
Módulo de elasticidade (kN/mm
2
) 
Coeficiente de dilatação térmica média 
entre 20 
0
C (x10
-6
/ 
0
K) 
Condutividad
e térmica a 
20 0C 
(W/(m.0K) 
Calor 
específico 
a 20 ºC 
(J/(kg.0K) 
Resistividade 
eléctrica a 20 0C 
((Ω.mm2)/m) 
200C 1000C 2000C 3000C 4000C 5000C 1000C 2000C 3000C 4000C 5000C 
8,0 200 194 186 179 172 165 16,0 16,5 17,0 17,5 18,0 15 500 0,75 
 
Tabela 3 – Propriedades mecânicas do aço inox 316 L (44) 
Resistência à 
tracção (N/mm
2
) 
Limite elástico (N/mm
2
) Alargamento mínimo (%) Dureza máxima (HB) 
550-700 240 45 200 
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As infecções associadas aos dispositivos médicos são também um problema relevante no uso 
de metais, pois estes não possuem propriedades intrínsecas que impeçam a colonização 
microbiana. Diferentes tipos de tratamento de superfície, como revestimentos e modificação 
das próprias ligas têm sido estudados como potenciais meios para inibir a deposição de 
microrganismos na superfície dos aços inox (45) (46) (47). No entanto, os benefícios que 
advêm da inibição da adesão microbiana pelos revestimentos modificados podem ser 
reduzidos, pela deterioração, devido à fricção, processamento, limpeza ou uso diário. É neste 
sentido que surge a necessidade de averiguar novas alternativas que permitam inibir a adesão 
microbiana e posterior formação de biofilmes nas superfícies destes biomateriais. Meylheuc et 
al (2006) aferiram a possibilidade de utilizar biosurfactantes adsorvidos na superfície de aço 
inox com o intuito de reduzir a adesão microbiana (48).  
1.3 Adesão de Microrganismos e Formação de Biofilmes 
O uso de biomateriais tem vindo a aumentar significativamente nos últimos anos, e apesar dos 
grandes avanços que têm sido feitos nesta área, uma grande parte dos dispositivos médicos 
são ainda colonizados por microrganismos, tornando-se o foco de infecções associadas aos 
dispositivos. Dispositivos tópicos (e.g. lentes de contacto), dispositivos transcutâneos (e.g. 
cateteres) e também dispositivos implantados são altamente susceptíveis a frequentes 
“ataques” microbianos (6). O tipo de microrganismo invasor, a sua origem e o período de 
tempo em que os dispositivos permanecem em risco variam muito consoante o tipo de 
dispositivos e o seu local de inserção. As infecções associadas aos biomateriais, para além das 
complicações que acarretam para o paciente, ainda são responsáveis por muitas das infecções 
associadas aos cuidados de saúde (IACS), resultando num maior consumo de recursos para os 
mesmos (5) (49).  
Os elastómeros de silicone e o aço inox 316 L não são excepção a este fenómeno de infecções 
associadas ao uso de dispositivos médicos. Na realidade, vários microrganismos têm-se 
mostrado capazes de colonizar estes materiais. Millsap et al (1996) reportaram a adesão 
microbiana e formação de biofilme em cateteres de silicone (50); enquanto Rodrigues et al 
(2004a (34) e 2006a (36)) abordaram este problema mas usando como modelo as próteses da 
fala. No que concerne à infecção associada ao uso de dispositivos em aço inox 316 L, Zhao e os 
seus colaboradores (2008) investigaram formas de prevenir a adesão bacteriana 
(Staphylococcus epidermidis e Staphylococus aureus) a este material tendo em vista a sua 
aplicação em implantes médicos (4).  
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De modo a prevenir a ocorrência destas infecções é necessário compreender os fenómenos 
que se encontram envolvidos na ligação célula microbiana -material. Quando em contacto com 
o ambiente biológico, o material fica automaticamente coberto de proteínas existentes no 
plasma que adsorvem à superfície, tais como a fibronectina e o fibrinogénio. Estas proteínas 
agem como receptores para a ligação das bactérias (ligações mais específicas). Contudo, este 
fenómeno ainda não se encontra totalmente esclarecido (5). As interacções físico-químicas 
não específicas, como forças de Van der Waals, forças electrostáticas, interacções ácido-base e 
movimentos/forças Brownianos revelam um papel fundamental na ligação microbiana aos 
materiais (Figura 3) (5) (51).  
Figura 3 - Interacções entre as superfícies do material e das bactérias.(adaptado de (51)) 
A infecção associada ao uso de biomateriais dá-se em três passos: adesão microbiana, 
proliferação microbiana e formação de biofilmes (5). Após a fase inicial de fixação, os 
microrganismos entram num estado metabólico característico que começa pela produção de 
enzimas extracelulares para a formação de cadeias longas de substâncias poliméricas de 
resíduos de açúcares, produzidos intracelularmente. Esta substância mucóide é denominada 
de exopolímero da matriz extracelular, consistindo maioritariamente de polissacáridos de 
elevado peso molecular, e determina a estrutura e coesão dos biofilmes através da ligação 
célula-célula e do desenvolvimento de finas camadas de bactérias. O comportamento dos 
microrganismos é bastante diferente quando estão isolados ou em biofilme. Os biofilmes 
incluem ainda catiões multivalentes, partículas inorgânicas, colóides e outros compostos 
dissolvidos, conferindo diferenças substanciais ao nível fisiológico, metabólico e morfológico 
destas estruturas relativamente a populações isoladas do mesmo microrganismo (5) (6). Desta 
forma, os biofilmes possuem um papel vital na persistência da infecção e na eventual falha de 
dispositivos médicos implantáveis, sendo responsáveis pelo estabelecimento de 
microambientes que protegem os agentes microbianos dos ataques imunológicos e dos 
agentes terapêuticos (52) (53).  
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1.4 Estratégias para inibir ou reduzir a adesão microbiana em 
biomateriais 
Vários desenvolvimentos/melhoramentos nos materiais têm sido propostos para ultrapassar 
este problema, tais como o uso de substâncias com elevada biocompatibilidade, biomateriais 
biodegradáveis, imobilização de biomoléculas, incorporação de camadas hidrofílicas exteriores 
para reduzir a adsorção de proteínas (54), criação de superfícies de energia reduzida 
(hidrofobicidade) (55) (56) e materiais ricos em carbono (57) (5). A criação de microdomínios 
para regular a adesão de proteínas e células, novos co-polímeros com modificações de 
superfície para reduzir a deterioração e a adesão bacteriana, e ainda revestimentos ou 
impregnação com anti-microbianos são outras metodologias (58). As modificações de 
superfície podem ser efectuadas recorrendo a péptidos  ou tratamentos físicos ou químicos 
para criar superfícies carregadas (e.g., grupos aniónicos, aminoácidos) ou para mimetizar 
moléculas naturais (59) (60). O controlo das propriedades de carga e hidrofobicidade é 
igualmente uma forma de interferir com a interacção dos microrganismos com a superfície do 
substrato. Desta forma, a adesão dos organismos à superfície irá depender grandemente da 
soma das interacções não específicas. As forças de Van der Waals e os movimentos 
Brownianos normalmente promovem a adesão. No entanto, as interacções electrostáticas 
podem ser repulsivas ou atractivas. A grande maioria dos microrganismos são carregados 
negativamente. Assim, teoricamente uma superfície carregada negativamente irá produzir 
uma repulsão electrostática, por outro lado, a adesão será promovida em superfícies 
carregadas positivamente (5). Contudo, alguns estudos reportam a existência de um efeito 
antimicrobiano de superfícies carregadas positivamente para bactérias Gram negativas, como 
provaram Gottenbos et al (2001). Estes investigadores demonstraram que a adesão inicial das 
bactérias Gram negativas não depende somente da ausência de repulsão electrostática inicial 
(que de facto se verifica), mas também da carga do substrato (filme condicionante) que adere 
inicialmente ao material (61). O uso de agentes antimicrobianos tem sido também uma opção 
bastante investigada nos últimos anos, como por exemplo o trabalho de Harnet et al (2009), 
em que se obtiveram resultados bastante satisfatórios com o estudo do efeito antibacteriano 
obtido com filmes de polielectrólitos de clorhexidina1 introduzidos em diferentes materiais de 
sutura (62). Outras alternativas, tais como o uso de biosurfactantes também têm sido 
consideradas na tentativa de solucionar este problema das infecções associadas aos 
dispositivos médicos (63) (64) (65). Exemplo disto é a investigação reportada por Rodrigues et 
                                                           
1
  Clorhexidina é um anti-séptico de largo espectro no controlo de bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos, possuindo reduzida toxicidade. (120) 
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al (2006a), demonstrando a possibilidade de diminuir a adesão microbiana em próteses, 
através da adsorção de biosurfactantes na superfície da borracha de silicone (36). O uso de 
biosurfactantes para a diminuição da adesão microbiana a biomateriais está a tornar-se cada 
vez mais interessante, na medida em que se evita o recurso a antibióticos, prevenindo o 
aparecimento de estirpes resistentes a estes agentes.  
1.4.1 Biosurfactantes 
Alguns microrganismos têm a capacidade de produzir compostos anfipáticos, com grupos 
hidrofílicos e grupos hidrofóbicos. Estes compostos têm tendência a interagir na interface de 
dois sistemas heterogéneos, diminuindo a tensão superficial e formando micelas. Este 
comportamento influencia a forma como outras moléculas interagem com as interfaces e se 
comportam em solução (66) (67) (68). Estes produtos, sintetizados por microrganismos em 
crescimento, podem ser excretados para o meio, ou permanecer ligados à membrana celular 
(69) (70). A diversidade de organismos produtores sugere que a produção destas substâncias 
representa uma importante estratégia de sobrevivência (71). 
 Os biosurfactantes têm-se tornado, assim, uma importante ferramenta da biotecnologia em 
variadas aplicações, nomeadamente em aplicações médicas. Os principais motivos da sua 
popularidade consistem na sua acção específica, baixa toxicidade, relativa facilidade de 
produção e aplicabilidade diversa. Podem ser usados como emulsionantes, agentes que 
aumentam a molhabilidade, têm a capacidade de formar espumas, e são ainda ingredientes e 
detergentes funcionais em vários sectores industriais (72) (73) (74) (70). Adicionalmente tem 
sido também reportado que os biosurfactantes constituem uma forma de os microrganismos 
lidarem com as mudanças na interface, desempenhando um papel importante na motilidade 
microbiana, interacção célula-célula, diferenciação celular, acesso ao substrato, e ainda na 
protecção contra agentes tóxicos (68). Tal como mencionado anteriormente, estes compostos 
são produzidos por uma grande variedade de microrganismos, e, como tal, apresentam 
diferentes estruturas e consequentemente diferentes propriedades (68) (75). 
As estruturas químicas distinguem-se em glicolípidos, lipopépdidos, complexos 
polissacarídeos-proteínas, fosfolípidos, ácidos gordos ou lípidos neutros (73) (72) (76). 
Comparativamente com os surfactantes obtidos por via química os biosurfactantes 
apresentam diversas vantagens, das quais se destacam a baixa toxicidade e superior 
compatibilidade ambiental, a elevada biodegradabilidade e inactivação controlada, a 
selectividade para superfícies específicas, o potencial para a modificação da superfície, 
diversidade, melhores propriedades de formar espumas, e actividade estável a pH, salinidade e 
temperatura extremos (72) (76) (68). Contudo, os biosurfactantes têm grandes limitações ao 
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nível do rendimento e custos de produção (70). Para colmatar esta desigualdade e ter sucesso 
a nível comercial e económico, Mukherjee et al (2006) (70) e Rodrigues et al (2006c (77) e 
2011 (8)) defendem que o uso de substratos economicamente mais acessíveis e a optimização 
das condições de crescimento, conjuntamente com novos e eficientes métodos de produção, e 
ainda o uso de estirpes microbianas recombinadas ou mutantes hiper-produtores poderiam 
tornar a produção de biosurfactantes economicamente viável. Não obstante, o universo dos 
biosurfactantes ainda é pouco conhecido. Apesar de alguns biosurfactantes estarem 
actualmente bastante explorados do ponto de vista científico, existe ainda um grande 
potencial no que respeita ao desenvolvimento e descoberta de novas moléculas. Neste 
sentido, as ferramentas ómicas (genómica, proteómica e metabolómica) poderão revolucionar 
esta área, uma vez que permitem o desenho e construção de novas estirpes produtoras, bem 
como a optimização dos métodos de produção e recuperação dos biosurfactantes.   
1.4.1.1.1 Mecanismos de interacção dos biosurfactantes  
Tal como acontece com todas as moléculas de uma fase aquosa, também os biosurfactantes 
tendem a imobilizar-se na interface sólida. Os biosurfactantes interagem com o substrato e 
mudam as suas propriedades (molhabilidade e energia de superfície), influenciando a adesão e 
destacamento de microrganismos à superfície. Por outro lado, as propriedades iniciais da 
superfície são responsáveis pela orientação das moléculas do biosurfactante (66).  
1.4.1.1.2 Adesão nas interfaces 
O principal factor que influencia a adesão dos biosurfactantes nas interfaces é a sua estrutura 
hidrofóbica e a carga da parte hidrofílica. Depois de ocorrer a adsorção do biosurfactante, as 
propriedades da superfície mudam, influenciando consequentemente a adesão dos 
microrganismos. As principais alterações ocorrem na interacção energética das forças de Van 
der Waals, isto é, a energia total da interacção depende da geometria e das propriedades 
físico-químicas dos corpos intervenientes, assim, um filme à superfície, que a condiciona, 
altera as propriedades do substrato; na interacção electrostática, pois se a carga do 
biosurfactante for diferente da carga original da superfície ocorre alteração da interacção 
electrostática; interacções ácido-base, pois a mudança da hidrofobicidade da interface é 
acompanhada pela mudança da molhabilidade, variando as interacções ácido-base.  
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Tal como já referido, quando o biosurfactante está disponível na fase aquosa, adsorve à 
superfície do material alterando as suas características. Desta forma, se a interface é 
hidrofóbica, o filme que condiciona a superfície altera essa propriedade, tornando-a 
hidrofílica. Depois desta modificação, apenas as células hidrofílicas irão interagir com a nova 
interface criada. O fenómeno ocorre de forma análoga com as interfaces hidrofílicas. (69) Na 
Figura 4 é possível verificar o tipo de interacções entre uma célula e uma superfície 
condicionada com biosurfactante. A interface é coberta com um filme de biosurfactante. 
Dependendo da energia de superfície da interface, o filme condicionante terá uma orientação 
diferente. O biosurfactante liga-se à interface através de interacções hidrofóbicas e iónicas 
(69) (67).  
Figura 4 – Adesão de microrganismos hidrofílicos e hidrofóbicos a interfaces condicionadas hidrofóbicas 
e hidrofílicas. A parte hidrofóbica do biosurfactante está indicada através de uma linha recta (adaptado 
de (69)). 
1.4.1.2 Características de alguns biosurfactantes isolados 
Tal como supracitado, os biosurfactantes são um grupo de moléculas que existem numa 
multiplicidade de estruturas químicas (70) (76).  
A informação existente acerca da estrutura química de biosurfactantes produzidos por 
bactérias probióticas é ainda bastante limitada. Biosurfactantes que advêm de bactérias 
lácticas têm sido caracterizados como complexas misturas que inibem a adesão de patogénicos 
a biomateriais e superfícies (membranas) das células animais. No entanto, a sua composição 
ainda não foi estudada extensivamente, e apenas uma pequena quantidade foi parcialmente 
caracterizada (78) (79) (80) (81).  
Os biosurfactantes produzidos por bactérias lácticas são geralmente menos efectivos, ou seja, 
registam uma redução da tensão superficial da água menor que a grande maioria dos 
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biosurfactantes, diminuindo a mesma em 36 a 40 mN/m. Estes biosurfactantes são ainda 
produzidos em quantidades reduzidas (20-100 mg/L) (36) (78).  
O biosurfactante crude obtido da Streptococcus thermophilus A foi caracterizado por 
Rodrigues et al (2006d) como sendo um biosurfactante multicomponente, constituído por 
proteínas e polissacarídeos, que possivelmente contêm ligações de grupos fosfato (80). Ou 
seja, pela classificação anteriormente apresentada, inclui-se no grupo das glicoproteínas.  
Relativamente ao biosurfactante proveniente da actividade metabólica da Lactobacillus 
paracasei, a sua composição química é ainda desconhecida. Todavia, o estudo de Pinto et al 
(2011) indicia a existência de grupos glicoproteicos no crude de biosurfactante obtido pelo 
crescimento desta estirpe bacteriana (82).  
1.4.1.3  Actividades antimicrobiana e anti-adesiva dos biosurfactantes 
A actividade antimicrobiana, antifúngica e antiviral dos biosurfactantes tem vindo a aumentar 
o interesse nestas moléculas para fins terapêuticos. A acção anti-adesiva contra vários 
microrganismos patogénicos é uma propriedade bastante interessante tendo em vista o uso 
dos biosurfactantes como revestimento de diversos dispositivos médicos, permitindo assim 
uma diminuição da elevada incidência de infecções associadas a estes, e infecções associadas 
aos cuidados de saúde, preterindo o uso de drogas sintéticas ou antibióticos (67).  
O estudo de Busscher et al (1994) descreve a primeira abordagem efectuada no sentido de 
purificar e identificar biosurfactantes de estreptococos termófilos provenientes de produtos 
lácticos, e de determinar a sua actividade na superfície de alguns materiais (83). Uma 
investigação preliminar demonstrou que a deposição inicial de células adesivas de 
Streptococcus thermophilus B é reduzida pelo revestimento da superfície com um 
biosurfactante purificado de outra estirpe produtora. Rodrigues et al (2006d) avaliaram a 
extensão da adesão de várias estirpes microbianas, envolvidas na formação de biofilmes nas 
próteses da fala, em silicone na presença e ausência de uma camada de biosurfactante, 
produzido por S. thermophilus A, adsorvida na superfície. A adsorção de biosurfactante reduziu 
o ângulo de contacto do material, ou seja esta estratégia permitiu reduzir as interacções 
hidrofóbicas e a adesão microbiana ao elastómero de silicone (80). Estudos mais recentes 
(2011) demonstram também o aumento da hidrofilicidade do PDMS através da ligação de 
biosurfactantes produzidos por S. thermophilus A, S. thermophilus B, Lactococcus lactis 53 e L. 
paracasei, após a funcionalização da superfície do PDMS com plasma, de modo a promover 
mais fácil e fortemente as ligações entre os biosurfactantes e a borracha de silicone (82).  
Gudiña et al (2010a) reportaram também a actividade antimicrobiana e anti-adesiva do 
biosurfactante isolado de L. paracasei relativamente a microrganismos diversos responsáveis 
 16 
por infecções do tracto gastrointestinal, urinário e vaginal, e ainda na pele, demonstrando a 
sua potencialidade na substituição dos antibióticos convencionais (9).  
1.4.2 Surfactantes químicos 
À semelhança dos biosurfactantes, os surfactantes químicos (ou sintéticos) são também 
compostos anfifílicos (76). No entanto, estes advêm não da actividade metabólica de 
microrganismos, mas de processos de manipulação química de produtos. Os surfactantes 
sintéticos são classificados de acordo com as suas características iónicas em água: aniónicos, 
não iónicos, catiónicos ou anfotéricos (68) (84) (85).  
Estes compostos são usados numa grande variedade de aplicações, tais como detergentes 
domésticos, processamento alimentar, detergentes industriais, cosméticos, produtos de 
higiene pessoal, recuperação avançada de petróleo, remediação e bioremediação (68) (84). 
Não obstante, o uso de surfactantes sintéticos condicionando superfícies de materiais tem sido 
estudado. O sucesso destes revestimentos tem uma elevada significância para aplicações 
técnicas e médicas, nos quais os fenómenos interfaciais são críticos. Exemplos de surfactantes 
já estudados com este objectivo são os compostos quaternários de amónia (QACs) (86).  
1.4.2.1 Classificação dos surfactantes sintéticos 
Os surfactantes são classificados consoante a carga que apresentam quando se encontram em 
solução aquosa. Além das classes acima referidas, nos últimos anos, surgiram ainda os 
surfactantes poliméricos.   
1.4.2.1.1 Surfactantes aniónicos  
Os surfactantes aniónicos são dissociados em água num anião e um catião, geralmente um 
metal alcalino (Na+, K+) ou um quaternário de amónia. Estes são o tipo de surfactantes mais 
comummente usados e incluem detergentes (e.g. alkylbenzene sulfonates), ácidos gordos, 
sabões, agentes espumantes (e.g. lauryl sulfate), agentes molhantes (e.g. di-alkyl 
sulfosuccinate), e agentes dispersantes (e.g. lignosulfonates), entre outros. Os surfactantes 
aniónicos constituem cerca de 50% da produção mundial de surfactantes sintéticos (87) (88).  
1.4.2.1.2 Surfactantes não iónicos 
Constituem o segundo maior grupo de surfactantes químicos, absorvendo cerca de 45% de 
toda a produção industrial. Os surfactantes não iónicos, tal como a própria denominação 
indicia, não ionizam em solução aquosa, uma vez que o seu grupo hidrofílico não é constituído 
por um tipo dissociável, como um álcool, fenol, éter, éster ou amida. Uma grande proporção 
destes surfactantes tem o seu carácter hidrofílico devido à cadeia de polietilenoglicol (PEG), 
obtido pela policondensação de óxido de etileno. São também denominados por 
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polietiloxilatados não iónicos. A policondensação do óxido de propileno produz um poliéter 
que (em oposição ao óxido de polietileno) é levemente hidrofóbico. Esta cadeia poliéter é 
usada como grupo lipofílico dos co-polímeros polyEO-polyPO, que são geralmente incluídos 
numa classe diferente, nomeadamente na classe dos surfactantes poliméricos (87) (89).  
Nas últimas décadas, os surfactantes contendo como grupo hidrofílico moléculas à base de 
açúcares têm sido largamente introduzidos no mercado, devido à sua baixa toxicidade. 
Relativamente ao grupo lipofílico (hidrofóbico), regra geral são do tipo alkyl ou alkylbenzene, 
formados a partir de ácidos gordos de origem natural (87).  
Os surfactantes denominados de Fatty alcohol ethoxylates (FAE), tais como o 
Findet®1214N/23, constituem uma classe importante de surfactantes não iónicos que são 
usados em diversas aplicações incluindo detergentes, herbicidas, pesticidas, cosméticos, 
agentes anti-estáticos, entre outros (85). Goel et al (2000) reportaram o uso de FAE como 
emulsionantes em produtos de higiene pessoal, agricultura e farmacêutica (90).  
1.4.2.1.3 Surfactantes catiónicos 
Quando em solução aquosa, estas moléculas dissociam-se num catião anfifílico e um anião, 
normalmente um halogéneo. Grande parte desta classe de surfactantes corresponde a 
compostos de azoto, tais como sais gordos de amina e quaternários de amónia, com uma ou 
mais cadeias longas de alkyl, derivados geralmente de ácidos gordos naturais. Este tipo de 
moléculas é, por norma, mais caro do que os surfactantes aniónicos, devido à elevada pressão 
exigida na reacção de hidrogenação que ocorre durante a sua síntese. Consequentemente, 
este grupo é usado principalmente como bactericida e como substância carregada 
positivamente que é capaz de adsorver em substratos carregados negativamente para 
produzir efeitos electrostáticos e hidrofóbicos. Estes últimos são comercialmente interessantes 
para a prevenção da corrosão (85) (87).  
1.4.2.1.4 Surfactantes anfotéricos 
Quando uma molécula de surfactante exibe ambas as dissociações, aniónica e catiónica, é 
denominado de anfotérico ou zwiteriónico. Este é o caso de produtos sintéticos como betaínas 
ou sulfobetaínas, e substâncias naturais como aminoácidos e fosfolípidos.  
Alguns surfactantes anfotéricos são insensíveis ao pH. Por oposição, alguns adquirem carácter 
catiónico a pH baixo e aniónico a pH elevado, com um comportamento anfotérico a pH 
intermédios. Os surfactantes anfotéricos são, regra geral, de custo elevado, sendo por esse 
motivo o seu uso limitado a aplicações especiais tais como a cosmética, onde a elevada 
compatibilidade biológica e baixa toxicidade são factores relevantes (85) (87).  
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1.4.2.1.5 Surfactantes poliméricos  
Nas últimas décadas tem sido introduzida no mercado uma nova classe de substâncias 
tensioactivas, os chamados surfactantes poliméricos ou polímeros com actividade de 
superfície, que resultam da associação de uma ou mais estruturas moleculares que exibem 
carácter hidrofilico e hidrofóbico, como blocos diferenciados ou enxertos. Actualmente, estes 
surfactantes têm grande aplicabilidade na formulação de produtos diversos nas áreas da 
cosmética, tintas, indústria alimentar, e aditivos na produção de petróleo (85) (87).  
 19 
2. MATERIAIS E MÉTODOS  
2.1 Produção de Biosurfactantes (BS) 
2.1.1 Lactobacillus paracasei e Streptococcus thermophilus A 
A estirpe L. paracasei foi descrita como produtora de biosurfactante e as suas condições de 
produção foram optimizadas por Gudiña et al (2010b) (91), enquanto a estirpe S. thermophilus 
A foi descrita por Busscher et al (1994) (83) e Rodrigues et al (2006d) (80).  
Para a produção dos biosurfactantes usados neste trabalho, ambas as estirpes foram 
cultivadas em agar a partir de stocks congelados. Assim, foram retirados 15 µL de stock 
congelado (em 15% (v/v) glicerol) de L. paracasei e S. thermophilus A que foram inoculados a 
37 oC durante 18h em MRS-Lac agar (20 g/L lactose; 10 g/L peptona; 8 g/L extracto de carne; 4 
g/L extracto de levedura; 2,0 g/L P2HPO4; 5 g/L CH3COONa.3H2O; 2 g/L C6H14N2O7; 0,2 g/L 
MgSO4.7H2O; 0,05 g/L MnSO4.4H2O; 20 g/L agar) e M17 (5,7 g/L lactose; 5 g/L peptona; 5 g/L 
extracto de carne; 5 g/L peptona de soja; 2,5 g/L extracto de levedura; 26,4 g/L 
C3H5(OH)2PO4Na2.H2O; 0,5 g/L  C6H8O6; 0,25 g/L
 MgSO4.7H2O; 20 g/L
 agar), respectivamente. 
Posteriormente estas placas foram guardadas a 4oC por um período máximo de 2 semanas.  
Em cada inoculação foi retirada uma colónia de cada estirpe das respectivas placas e 
transferida para 20 mL do meio correspondente (MRS ou M17, com composições acima 
referidas, excepto o agar), durante 18 h, a 37 0C e 120 rpm. Após o período de crescimento do 
pré-inóculo, este foi adicionado a 1 L do meio de cultura correspondente e deixado a crescer 
durante 48 h, a 37oC e 120 rpm.  
A recuperação do biosurfactante produzido foi realizada de acordo com o descrito por 
Rodrigues et al (2006d) (80) e Gudiña et al (2010a (9) e 2010b (91)), para S. thermophilus A e L. 
paracasei respectivamente.  
Assim, no final do tempo de crescimento referido, as células foram separadas do meio de 
cultura por centrifugação (10 min, 6500 rpm, 10oC); o meio foi descartado e as células 
suspensas em tampão salino (PBS: 10 mM KH2PO4/K2HPO4; pH 7,0; 150 mM NaCl). Esta solução 
de PBS e células foi deixada em agitação lenta (PSelecta ASINCRO, velocidade 5) durante 2 h, à 
temperatura ambiente (20 oC). Após este período, as células foram novamente centrifugadas 
(20 min, 8500 rpm, 10 oC) recuperando-se o sobrenadante. Este sobrenadante foi então 
submetido a uma nova centrifugação (20 min, 9000 rpm, 10 oC). O líquido remanescente foi de 
seguida filtrado primeiro através de um filtro de 0,45 µm (Whatman GmbH, Dassel, Alemanha) 
e posteriormente com um filtro de 0,22 µm (Whatman GmbH, Dassel, Alemanha). Finalmente, 
esta solução foi dialisada num volume de 5 L de água destilada a 4oC, usando para o efeito uma 
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membrana Cellu-Sep® (peso molecular cut-off 6000-8000 Dalton, Membrane Filtration 
Products Seguin, TX, USA). A diálise decorreu sob agitação (PSelecta ASINCRO, velocidade 5), e 
foram efectuadas mudanças da água destilada 2 vezes por dia. Ao fim de 3 dias, a solução 
dialisada foi liofilizada, tendo-se finalmente obtido o biosurfactante que será utilizado nas 
restantes etapas do presente trabalho. Uma vez liofilizado, o biosurfactante foi armazenado a 
20 oC para prevenir contaminações.  
Após a recuperação dos biosurfactantes e antes da liofilização, foi medida a tensão superficial 
(após extracção com PBS) pelo método do anel para confirmar a presença do tensioactivo (92).  
Para a realização de todos os testes/ensaios, os biosurfactantes (em solução aquosa) foram 
sujeitos a uma filtração através de um filtro estéril de 0,22 µm (filtros de acetato de celulose, 
Syringe Filter Sterile-R).  
2.2 Caracterização da produção dos biosurfactantes 
No final do período de crescimento foram determinadas as quantidades de açúcar 
remanescentes no meio de cultura (para aferir o consumo de substrato) e de biomassa, bem 
como a quantidade total de biosurfactante produzida permitindo o cálculo dos rendimentos de 
produção. 
2.2.1 Açúcar consumido 
Para aferir a quantidade de fonte de carbono (açúcar) consumida no crescimento de cada uma 
das estirpes ao longo da produção de biosurfactantes, determinou-se o açúcar total presente 
no meio de cultura no final do crescimento.  
A concentração de açúcar no final do período de crescimento foi obtida pela determinação dos 
açúcares redutores usando o método do ácido dinitrosalicílico - DNS (93). Resumidamente, 
num eppendorf foram adicionados 100 µL da amostra a quantificar e 100 µL de reagente de 
DNS. A mistura foi fervida (100 oC) durante 5 min, ao que se seguiu o seu arrefecimento em 
água fria durante 1 min. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de água destilada, misturou-se e 
retirou-se 200 µL desta solução para uma placa de 96 poços (em triplicado) para leitura da 
absorvância a 540 nm. Este procedimento foi efectuado em duplicado para cada amostra e em 
triplicado na placa de poços.   
A concentração de açúcar foi então determinada com recurso a uma curva de calibração 
(absorvância a 540 nm vs concentração de açúcar (mg/L)) construída para o efeito.  
2.2.2 Biomassa 
A biomassa foi quantificada através da medição em triplicado da absorvância a 600 nm de 
várias amostras do meio de cultura no final do tempo de crescimento (18 h pré-inóculo e 48 h 
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em um litro de meio). A concentração celular (g/L) foi obtida a partir das curvas de calibração 
determinadas para cada uma das estirpes.  
As curvas de calibração de cada uma das bactérias produtoras foram construídas utilizando o 
método do peso seco. Ou seja, inoculou-se cada uma das bactérias no meio de crescimento 
respectivo a 37oC e 120 rpm, durante 18 h. Após a etapa de crescimento celular, retiraram-se 
amostras e mediram-se as suas absorvâncias a 600 nm, tendo-se procedido às diluições 
necessárias para a construção da curva de calibração (absorvâncias a 600 nm no intervalo de 
0,2 e 0,8). Paralelamente, filtraram-se individualmente com filtros de 0,22 µm (Whatman 
GmbH, Dassel, Alemanha), três amostras de 5 mL de cada suspensão celular, seguida da 
passagem com 15 mL de água destilada pelo sistema de filtração (o branco deste ensaio foi 
feito com 20 mL de água destilada). Os filtros contendo células foram colocados em caixas de 
Petri fechadas e armazenadas na estufa para secagem, a 60oC, durante 18 h (até peso 
constante). Após a remoção da água das células por evaporação, pesaram-se os filtros, 
descontando-se a massa do filtro medida antes de se iniciar o ensaio, assim como o do 
controlo negativo (ou branco). A concentração celular resulta da aplicação da Equação 1.  
Concentração celular (g.L
-1
) = 
iltradasuspensãof
controlomedida
V
mm −
      Equação 1 
2.2.3 Rendimento de produção 
Após cada procedimento de crescimento e recuperação de biosurfactante foi determinada a 
massa do produto após liofilização (o biosurfactante crude). Desta forma, foi possível obter o 
rendimento de produção relativamente ao açúcar consumido (substrato) (Y(P/S)), e 
relativamente à quantidade de biomassa (Y(P/X)), bem como o rendimento de produção de 
biomassa em relação ao substrato consumido (Y(X/S)) aplicando as Equações 2, 3 e 4.  
100)(%)/( ×=
açúcarc
biomassa
g
gSXY       Equação 2 
100)(%)/( tan ×=
açúcarc
tebiosurfac
g
g
SPY       Equação 3 
100)(%)/( tan ×=
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tebiosurfac
g
g
XPY       Equação 4 
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2.3 Preparação dos materiais 
O PDMS usado no presente trabalho (Sylgard®184 Dow Corning) foi preparado usando um kit 
comercial, que contém dois reagentes, a base líquida da borracha de silicone e um agente de 
cura. Estas duas fracções são misturadas numa proporção de massas de 10:1 (base 
líquida/agente de cura). Após uma boa homogeneização dos dois constituintes, a mistura foi 
vertida para placas de Petri descartáveis, dispondo uniformemente na superfície e evitando ao 
máximo o contacto prolongado com o ar. Desta distribuição obteve-se uma película com 
espessura de cerca de 1 mm. As caixas foram colocadas numa superfície horizontal e regular, à 
temperatura ambiente (20 oC), durante 24 h para proceder à respectiva cura.  
Após o processo de cura, a borracha de silicone encontra-se pronta a usar nas etapas 
posteriores do trabalho. Assim, esta foi cortada em pequenas amostras de 1 cm x 1 cm, que 
foram lavadas em álcool a 96 % (uma vez) e água destilada (duas vezes), seguindo-se o seu 
acondicionamento individual em folha de alumínio e esterilização (15 min, 121 oC).  
As amostras de aço inox 316 L foram gentilmente cedidas por uma empresa portuguesa de 
comercialização metalúrgica (MetaloVilela, Lda.) tendo sido produzidas pela Horainox Ibérica, 
S.A. Os exemplares disponibilizados tinham um tamanho padronizado de 1,5 cm x 1,5 cm e 
espessura de 2 mm. O processo de limpeza e esterilização utilizado foi similar ao acima 
referido para a borracha de silicone.  
Os surfactantes químicos testados (Oxidet® DM20 e Findet® 1214N/23) encontram-se 
comercialmente disponíveis e foram gentilmente cedidos pela Doutora Deisi Altmajer Vaz 
(Universidade de Granada, Espanha).  
2.4 Caracterização dos surfactantes 
2.4.1 Tensão superficial 
A tensão superficial foi medida em amostras do produto dialisado após extracção em PBS, e 
nas soluções aquosas dos surfactantes usadas nos ensaios de anti-adesão. O método adoptado 
foi o do anel descrito por Kim et al (2000) (92). O equipamento usado foi o Tensiómetro KRUSS 
K6, com um anel de platina De Noüy de 1,9 cm de diâmetro. Para aumentar a precisão das 
medições, foi determinada a média das medições em triplicado. Todas as medições foram 
realizadas à temperatura ambiente (20 oC).  
2.4.2 Ângulos de contacto 
As amostras dos materiais (borracha de silicone e aço inox 316 L) foram individualmente 
colocadas em poços de uma placa de cultura de células (placa de 24 poços no caso da silicone 
e de 6 poços para as placas metálicas). As amostras foram cobertas com as soluções dos 
quatro surfactantes em estudo (Oxidet®DM20, Findet®1214N/23, biosurfactantes de L. 
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paracasei e de S. thermophilus A), durante 18 h, a 4 oC. Estes ensaios foram conduzidos em 
triplicado, sendo que 3 amostras de cada um dos materiais não foram condicionadas 
(controlos).  
Foram medidos os ângulos de contacto usando a técnica de gota séssil nos dois materiais, nas 
condições acima mencionadas (94). As medições foram realizadas em triplicado em cada uma 
das amostras e em cada condição. Assim, recorrendo ao equipamento Dataphysics Contact 
Angle System OCA, foi largada uma gota de água ultrapura de 3,0 µL sobre a superfície do 
material, aguardou-se 2 min para a interacção das interfaces e fez-se a medição do ângulo de 
contacto entre a gota de água e a superfície, usando o software disponível.  
2.5 Ensaios de anti-adesão 
2.5.1 Microrganismos e condições de crescimento 
Para os ensaios de anti-adesão foram usadas duas estirpes de leveduras, Candida albicans MFP 
22-1 e Candida parapsilosis MFP 16-2 (isoladas de próteses maxilofaciais) e uma estirpe 
bacteriana Staphylococcus shleifen MFP 5-1 (também isolada de próteses maxilofaciais). 
Inicialmente inoculou-se uma porção (15 µL) de cada uma das estirpes de um stock congelado 
(em 15 % (v/v) de glicerol) em placas de meio TSB agar (TSB, OXOID, Basingstoke, England), 
que foram colocadas durante 18 h, a 37 oC. As placas de agar com os microrganismos foram 
armazenadas a 4 oC por um período máximo de duas semanas. Posteriormente, foi retirada 
uma quantidade considerável de colónias das placas, com uma ança, e estas foram inoculadas 
em 30 mL de meio TSB, a 37 oC, durante 18 h, com uma agitação de 120 rpm.  
2.5.2 Ensaio de anti-adesão em placas de poços  
A actividade anti-adesiva dos surfactantes relativamente aos microrganismos referidos no item 
2.5.1 foi quantificada usando o procedimento descrito por Heinemann et al (2000) (95). Foram 
colocados 200 µL dos quatro surfactantes (Oxidet®DM20, Findet®1214N/23, biosurfactantes 
de L. paracasei e de S. thermophilus A), em quatro concentrações diferentes (0,5 g/L, 1 g/L, 2 
g/L e 4 g/L, para a S. schleifen e C. parapsilosis, e 0,25 g/L, 0,75 g/L, 1,5 g/L, 2 g/L para a C. 
albicans). Estes ensaios foram conduzidos em triplicado. O controlo negativo continha apenas 
PBS. A placa foi incubada durante 18 h a 4oC, ao fim das quais foram retirados os surfactantes 
e cada um dos poços foi lavado duas vezes com 200 µL de PBS. Em seguida, 200 µL de 
suspensão celular (concentração de 0,36 a 0,44 g/L para a S. scheifen; 1 x 107 células/mL para 
as estirpes de Candida) foram adicionados aos poços e as placas foram colocadas a 4oC 
durante 4h. A suspensão celular foi então retirada e as células não aderidas removidas através 
da lavagem, por três vezes, de cada um dos poços, com 200 µL de PBS. Os microrganismos 
aderidos foram fixados com 200 µL de metanol (99 % de pureza) em cada poço, sendo o 
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mesmo descartado ao fim de 15 min e as placas foram deixadas a secar abertas à temperatura 
ambiente (20 oC). Depois de os poços se encontrarem devidamente secos, foram adicionados 
200 µL de violeta de cristal a 2 % (v/v) durante 5 minutos. No final deste período, as placas 
foram lavadas em água corrente até se remover o violeta de cristal excedente. Seguidamente, 
as placas foram deixadas a secar de novo ao ar. Quando os poços se encontravam secos, 
adicionou-se 200 µL de ácido acético glacial a 33 % (v/v) para resolubilizar as células aderidas. 
Finalmente, a absorvância foi lida a 595 nm.  
A percentagem de inibição microbiana às diferentes concentrações foi então calculada a partir 
da 
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Onde a amostraAbs  é a absorvância média das réplicas de cada uma das condições; negativoAbs
é a absorvância média das réplicas do branco (sem células), constituindo o erro associado ao 
método e aparelho de leitura de absorvância usado; positivoAbs é a média das réplicas da 
adesão celular numa superfície não condicionada com surfactantes.  
Este ensaio permitiu estimar a concentração de surfactante a partir da qual a inibição da 
adesão microbiana se torna efectiva (9).  
2.5.3 Ensaio de anti-adesão em borracha de silicone e aço inox 316 L 
Este estudo teve por objectivo a avaliação da inibição da adesão microbiana em dois dos 
materiais mais usados em próteses maxilofaciais (silicone e aço inox 316 L) com e sem 
condicionamento da superfície com surfactantes. Para este ensaio usou-se a mesma 
concentração para todos os surfactantes, estimada no ensaio descrito em 2.5.2, 
nomeadamente 1 g/L. As estirpes microbianas testadas nestes ensaios foram a C. albicans MFP 
22-1 e a S. shleifen MFP 5-1 isoladas de próteses maxilofaciais.  
Os materiais foram fixados no fundo dos poços de placas de cultura de células de 24 poços (no 
caso da silicone) e de 6 poços (para o metal), de modo a não ocorrer interferência de uma 
possível adesão à superfície inferior, uma vez que se pretende fazer uma análise relativamente 
à área de superfície em contacto (superfície superior).  
Começou-se por colocar 1 mL de solução de cada um dos surfactantes nos poços com silicone 
e 3 mL nos poços com as amostras de aço inox, de modo a cobrir toda a superfície dos 
materiais. Estes ensaios foram efectuados em triplicado. O controlo era constituído apenas por 
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PBS. As placas foram então incubadas a 4 oC durante 18 h. No final deste período de contacto, 
as soluções de surfactantes foram retiradas dos poços e os mesmos foram lavados duas vezes 
com 1 mL e 3 mL de PBS, respectivamente. Depois de ajustada a concentração inicial de 
microrganismos (as mesmas referidas em 2.5.2) adicionou-se 1 mL e 3 mL de meio de cultura 
com as células e procedeu-se à sua incubação durante 4 h a 4 oC. No final desta etapa de 
contacto entre os microrganismos e os materiais, o meio foi retirado e os poços foram lavados 
duas vezes com PBS (sempre utilizando as mesmas proporções descritas acima). Depois de 
removidas as células não aderidas, os materiais foram transferidos para novas placas de poços, 
com o auxilio de uma pinça, onde se adicionou 1 mL e 3 mL de PBS. De modo a destacar as 
células aderidas às superfícies dos materiais, as placas foram colocadas num banho de ultra-
sons durante 2 min, usando para o efeito o equipamento Bransonic®35MOMT (frequência de 
40 kHz). Nesta fase, os microrganismos aderidos passam da superfície para o meio líquido, 
ficando em suspensão. A partir desta suspensão foram realizadas as diluições necessárias ao 
uso do método de contagem de unidades formadoras de colónias – CFUs. As células foram 
dispersas em placas de meio sólido de TSB e incubadas a 37 oC por 48 h, ao fim das quais se 
procedeu à contagem do número de colónias formadas. Todas as condições e diluições foram 
feitas em triplicado.  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
3.1 Caracterização da produção dos biosurfactantes 
3.1.1 Consumo de substrato; crescimento de biomassa; rendimento e 
produtividade 
Tal como referido na secção de materiais e métodos, foram utilizadas curvas de calibração 
adequadas para determinar as concentrações de açúcar e biomassa nas amostras finais. O 
consumo de açúcar foi estimado em 4,5 g/L para a S. thermophilus A e 17,9 g/L para a L. 
paracasei.  
Relativamente ao crescimento de biomassa ao final de 48 h, determinou-se uma concentração 
de 1,7 g/L para a S. thermophilus A e de 3,8 g/L para a L. paracasei.  
A Tabela 4 apresenta os resultados do rendimento em biomassa, ou seja a relação entre a 
biomassa produzida e o açúcar consumido; o rendimento de produção de biosurfactante em 
função do açúcar consumido e em função da biomassa produzida; e ainda a produtividade de 
cada uma das estirpes (quantidade de biosurfactante produzida relativamente ao tempo de 
produção). 
Tabela 4 – Rendimentos de crescimento e produção de biosurfactante e respectivas produtividades 
 Y (X/S) (%) Y (P/S) (%) Y (P/X) (%) Produtividade (g/(L.h)) 
S. thermophilus A 39,5 0,4 1,1 4,17 x 10
-4 
L. paracasei  21,1 0,2 1,0 7,9 x 10
-4
 
 
Os resultados revelaram que a S. thermophilus A tem um rendimento em biomassa, 
relativamente às exigências de substrato, superior à L. paracasei.   
Relativamente à produção de biosurfactantes foi possível confirmar que este é um processo 
com rendimentos muito baixos (Tabela 4). Ou seja, são necessários muitos recursos para se 
conseguir produzir uma pequena quantidade deste tipo de produtos. Comparando as duas 
estirpes usadas, percebe-se que ao nível da produção de biosurfactante, as duas estirpes 
lácticas em estudo têm rendimentos muito semelhantes (Y (P/X)). 
No entanto, dadas as condições de produção estipuladas à partida, a produtividade da L. 
paracasei é superior. Isto é, se por um lado o processo exige um gasto maior de fonte de 
carbono, por outro, nas condições usadas, foi possível obter uma maior quantidade de 
surfactante num mesmo período de tempo, comparativamente com a S. thermophilus A (20 
mg/L e 38 mg/L, respectivamente). 
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As quantidades de biosurfactante alcançadas a partir do cultivo das bactérias lácticas são, 
regra geral, inferiores relativamente a outros microrganismos como Bacillus subtillis ou 
Pseudomonas aeruginosa, estando compreendidos entre 20 e 100 mg/L (36) (78) (96). Pelos 
valores acima referidos, verifica-se que, tanto o biosurfactante da L. paracasei, quanto o da S. 
themophilus A, estão incluídos neste intervalo de valores.  
Estudos anteriores revelaram que a produção de biosurfactantes por bactérias probióticas 
deverá estar associada ao crescimento celular. Assim, uma optimização do meio de cultura, 
levará a um crescimento celular superior e, consequentemente, aumento da criação de 
subprodutos, como os biosurfactantes (79) (97) (98) (96).  
Desta forma, a determinação dos parâmetros cinéticos é importante para a percepção das 
quantidades de produção expectáveis do processo, bem como para a definição de estratégias 
de optimização do mesmo, e consequente diminuição dos custos de produção. Os resultados 
conseguidos no presente trabalho vêm corroborar a informação já existente na literatura, ou 
seja, que as bactérias probióticas têm elevadas exigências nutricionais para o seu crescimento 
(77) (91) (96). Estando o mesmo directamente associado à maior produção de biosurfactantes, 
é de elevado interesse investigar soluções alternativas que diminuam os custos de produção, 
tornando os biosurfactantes soluções mais atractivas para diversas aplicações, associadas à 
engenharia biomédica, à indústria alimentar ou petrolífera. Rodrigues et al (2006c) estudaram 
os parâmetros cinéticos para diversas composições dos meios de cultura da L. lactis 53 e S. 
thermophilus A, passando por alternativas como o soro do leite (que constitui a grande maioria 
dos resíduos na produção de lacticínios) e ainda o melaço da cana-de-açúcar, ou ainda uma 
maior quantidade de açúcar (glucose ou lactose) disponível nos meios MRS ou M17 (50 g/L). 
Os parâmetros determinados nesse estudo foram substancialmente superiores aos obtidos no 
presente trabalho. Desta forma, pode-se depreender que uma maior quantidade de açúcar 
disponível poderá significar um aumento da produção de biomassa (para a S. thermophilus A) e 
as soluções alternativas ao meio de cultivo poderão constituir uma boa aposta em 
investigações posteriores (77).  
No que concerne à determinação dos parâmetros cinéticos e de produção de biosurfactante 
pela L. paracasei, é de referir que não existe qualquer relato na literatura. Não obstante, 
Gudiña et al (2011) avaliaram o impacto de várias modificações do meio MRS-Lac (usado neste 
trabalho) na produção de biomassa e biosurfactante. Aqui foram obtidos valores de biomassa 
com o MRS-Lac de 2,5 g/L, ou seja, inferior ao valor obtido no presente trabalho (3,8 g/L) (96).  
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3.2 Caracterização dos surfactantes e superfícies 
3.2.1 Tensão superficial 
A avaliação do poder tensioactivo de cada um dos surfactantes em estudo foi efectuada com 
recurso à determinação das tensões superficiais, comparando-as com a tensão superficial da 
do PBS (referência). A concentração das soluções foi padronizada em 1 g/L (concentração 
usada nos ensaios de anti-adesão na borracha de silicone e aço inox 316 L). A Tabela 5 
apresenta os valores dessas medições. 
Tabela 5 – Tensão superficial da tensão superficial relativamente à água destilada 
 
PBS Findet®1214N/23 Oxidet®DM20 
Biosurfactante  
S. thermophilus A 
Biosurfactante 
L. paracasei 
Tensão superficial 
(mN/m) 
71,3 ± 0,8 37,5 ± 0,5 34,6 ± 1,1 56,2 ± 0,8 56,5 ± 1,3 
 
Através das medições efectuadas pode-se verificar que a maior redução da tensão superficial 
foi obtida com o surfactante sintético Oxidet®DM20 (34,6 ± 1,1 mN/m). No que concerne aos 
surfactantes de origem microbiana, estes apresentam valores muito semelhantes, 
considerando o desvio-padrão associado às leituras. Os surfactantes sintéticos demonstraram, 
assim, uma maior acção sobre as forças de coesão entre as moléculas de água relativamente 
aos biosurfactantes em estudo. 
Rodrigues et al (2006d) reportaram uma tensão superficial para o crude de biosurfactante de 
S. thermophilus A de 37 mN/m, bastante inferior ao aqui encontrado. No entanto, é de notar 
que a concentração micelar crítica deste crude é de 20 g/L, e a concentração usada para a 
medição no estudo referido foi de 40 g/L (80). Ou seja, usando-se nestas medições uma 
concentração bem abaixo da cmc (1 g/L), seria expectável que a tensão superficial fosse 
superior, tal como se verificou.  
Gudiña et al (2010b) realizaram as mesmas medições, para o crude de biosurfactante de L. 
paracasei, também com a concentração de 1 g/L, tendo obtido 45,5 mN/m, ou seja um valor 
ligeiramente inferior ao obtido neste trabalho (Tabela 5) (91). As diferenças observadas podem 
ser devidas a diferentes graus de pureza dos crudes uma vez que nestas misturas coexistem 
várias moléculas e quanto mais puro o biosurfactante menor será naturalmente a tensão 
superficial. Adicionalmente, o processo de diálise poderá não ter sido completo e 
permanecerem na mistura, alguns componentes do meio que terão um efeito na tensão 
superficial.  
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 Gudiña et al (2010b) (91) e Van Hoogmed et al (2000) (81) testaram o método de precipitação 
ácida no crude de biosurfactante de L. paracasei e S mitis BMS, respectivamente, resultando 
na obtenção de uma fracção com maior poder tensioactivo.  
Da mesma forma, Rodrigues et al (2006d), através de cromatografia de interacção hidrofóbica, 
fizeram a separação do crude de biosurfactante de S. thermophilus A, obtendo uma fracção 
também com tensão superficial inferior ao crude (80). Por conseguinte, a continuação da 
investigação de possíveis metodologias de purificação das fracções e caracterização das 
moléculas, poderá levar a uma optimização do produto final, tornando-o numa solução 
competitiva. Contudo, é de referir que a introdução de processos adicionais a jusante da 
produção (processos de recuperação e purificação de biosurfactante) vai naturalmente tornar 
o processo mais dispendioso.  
3.2.2 Medição dos ângulos de contacto  
A determinação dos ângulos de contacto constitui um procedimento relevante na 
caracterização da superfície em estudo. No presente trabalho teve como principal finalidade 
aferir a possível alteração das características hidrofóbicas das superfícies dos materiais como 
consequência do seu condicionamento com soluções surfactantes. Vários estudos têm 
reportado a diminuição da adesão microbiana como consequência da alteração de uma 
superfície, conferindo-lhe características hidrofílicas (5) (34). Desta forma, o objectivo foi 
modificar as superfícies dos materiais pela adsorção de surfactantes e averiguar um possível 
aumento da hidrofilicidade.  
Os ângulos de contacto foram medidos unicamente na superfície metálica de aço inox 316 L. 
Uma vez que existem publicações que descrevem estas medições no mesmo tipo de borracha 
de silicone (Sylgard® 184 Down Corning) com e sem modificação com biosurfactantes, foi dada 
primazia a este material em detrimento do PDMS. Esta restrição no estudo dos materiais 
deveu-se essencialmente a limitações de tempo para a realização deste trabalho (35) (82). 
Contudo, determinou-se o ângulo de contacto para a borracha de silicone não modificada 
(106,9 ± 5,0 o), apenas para confirmar a similaridade do material com o anteriormente 
reportado.  
A Tabela 6 apresenta os resultados medidos na superfície de aço inox 316 L, com e sem 
adsorção dos diferentes surfactantes, bem como o material não modificado (controlo).  
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Tabela 6 – Ângulos de contacto (
o
) em aço inox 316 L com e sem modificação dos surfactantes  
 Aço inox 316 L 
(sem modificação) 
Findet®1214N/23 Oxidet®DM20 
Biosurfactante 
 S. thermophilus A 
Biosurfactante 
 L. paracasei 
Ângulo de 
contacto (
o
) 
47,5 ± 4,7 5,1 ± 0,5 73,0 ± 3,8 9,3 ± 4,3 8,7 ± 1,8 
 
Durante a realização dos ensaios de medição dos ângulos de contacto verificou-se alguma 
irregularidade na forma das gotas de água ultrapura nas diferentes superfícies. Esta 
heterogeneidade na forma da gota acarreta um aumento do erro de medição, reflectido no 
desvio-padrão inerente às experimentações. Esta irregularidade na forma da gota poderá 
dever-se principalmente a algumas imperfeições da superfície metálica, uma vez que a mesma 
não era completamente lisa.  
Pela análise dos resultados obtidos foi possível, não só confirmar o carácter hidrofílico do 
metal em estudo (47,5 ± 4,7 o), como perceber que o mesmo é ainda consideravelmente 
superior ao reportado por Tang et al (2006) que utiliza também um aço inox 316 L (Duwon 
Company in Daejeon, Coreia) com um ângulo de contacto (água desionizada) de 72,7 o (99), ou 
mesmo do estudo de Meylheuc et al (2006) que utiliza um aço inoxidável 304 L (Good-fellow, 
Lille, França) cujo ângulo de contacto entre a gota de água e a superfície medido foi de 86 o 
(48). 
Os surfactantes são moléculas anfifílicas, possuindo uma zona hidrofílica e outra hidrofóbica 
(76). No entanto, pelos resultados da Tabela 6 percebe-se que não deverão ter sido as 
interacções hidrofóbicas que predominaram na interacção interfacial, pois excepto no caso da 
superfície modificada pelo Oxidet®DM20, o material tornou-se ainda mais hidrofílico.  
O material em estudo é um metal, como tal possui electrões livres na sua superfície que lhe 
conferem uma carga superficial negativa. Desta forma, deverá ter sido esta característica 
intrínseca dos metais que prevaleceu nas interacções com os surfactantes, pois caso contrário 
o aço, sendo hidrofílico, interagiria com a parte hidrofílica das moléculas, ficando a cadeia 
hidrofóbica voltada para o exterior da interface, ou seja seria expectável que a superfície se 
tornasse mais hidrofóbica. Tal não se verificou com o condicionamento com Findet®1214N/23 
e os dois biosurfactantes (de S. thermophilus A e L. paracasei).  
Nestas variações (Findet®1214N/23, BS - S. thermophilus A e BS - L. paracasei), tratando-se de 
produtos não iónicos e tendo em conta que poderão não ser as interacções hidrofóbicas as 
predominantes na ligação, o fenómeno inerente a este resultado poderá estar associado à 
formação de um dipolo induzido nas moléculas e/ou formação de micelas na solução.   
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No caso específico do Findet®1214N/23, uma vez que este se encontrava numa concentração 
superior à sua concentração micelar crítica – cmc - (0,021 g/L), as moléculas encontram-se 
orientadas em solução sob a forma de micelas, ficando com as cadeias hidrofílicas voltadas 
para o exterior. (100) Desta forma, apenas esta zona da molécula poderia interagir com a 
superfície, tornando o material ainda mais hidrofílico como se constatou na prática.  
No caso dos biosurfactantes, o produzido por S. thermophilus A tem uma cmc de 20 g/L (80) e 
o de L. paracasei de 2,5 g/L (91). Ou seja, em ambos os casos as cmcs encontram-se bem acima 
da concentração utilizada (1 g/L). É importante referir que estes biosurfactantes apresentam 
valores de cmc bastante elevados como consequência de não serem substâncias puras, mas 
sim misturas crude obtidas dos caldos fermentativos sem qualquer processo de purificação.  
O carácter negativo da superfície do aço poderá promover a formação de um dipolo positivo 
na cadeia hidrofóbica, sendo esta força superior à força de repulsão entre hidrofobicidade 
desta cadeia e a hidrofilicidade do metal, aumentando portanto a hidrofilicidade da superfície. 
As estruturas químicas destas moléculas são ainda pouco conhecidas, o que dificulta a análise 
do fenómeno de interacção. Como tal, não é possível afirmar qual o grupo específico das 
moléculas que é afectado e como ocorre a interacção.  
Comparando o caso dos três surfactantes não iónicos (Findet®1214N/23, BS - S. thermophilus A 
e BS - L. paracasei), não existe diferença significativa entre os resultados, tendo em conta o 
erro associado que é bastante elevado. Assim, poder-se-á induzir que o tipo de interacção 
entre as partes hidrofílicas das moléculas e a superfície do metal são similares para os três 
surfactantes avaliados. A ligeira superioridade do Findet®1214N/23 poderá ser explicada pelo 
facto de este ser o produto em que existe uma maior redução da tensão superficial (Tabela 5), 
comparativamente com os dois biosurfactantes.  
Esta diminuição do ângulo de contacto (aumento da hidrofilicidade) com o condicionamento 
de superfícies metálicas com biosurfactantes fora já detectado e reportado por Meylheuc et al 
(2006), que estudaram a influência da adsorção de biosurfactantes produzidos por 
Pseudomonas fluorescens 495 e Lactobacillus helveticus 1181 (48). Contudo, a redução 
verificada no presente trabalho com os biosurfactantes de S. thermophilus A e L. paracasei e o 
surfactante sintético Findet®1214N/23 foi substancialmente superior. Enquanto Meylheuc e 
seus colaboradores conseguiram uma redução máxima de 14 o (com o biosurfactante 
proveniente de L. helveticus 1181), neste estudo verificou-se uma diminuição entre 38 o a 42 o 
(entre os três surfactantes referidos). Conseguiu-se, assim, uma redução praticamente máxima 
(ângulo de contacto muito próximo de 0 o).  
O estudo efectuado por Tang et al (2005) procurou aumentar a hidrofilicidade do aço inox 316 
L, tendo obtido uma maior variação do ângulo de contacto medido na condição ideal 
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encontrada (dentro das alternativas estudadas). A superfície inicial apresentava características 
mais hidrofóbicas (ângulo de contacto da superfície não modificada de 72,7 o) (99). Todavia, o 
melhor resultado deste estudo (11,8 o) encontra-se dentro da ordem de grandeza obtida com 
o condicionamento das superfícies com os surfactantes estudados. Desta forma, depreende-se 
a competitividade do método de modificação de superfícies com biosurfactantes, 
relativamente às alternativas com plasma.  
De acordo com o descrito na literatura, sabe-se que o Oxidet® DM20 pode apresentar-se em 
solução como não iónico ou catiónico (101). O resultado obtido (aumento da hidrofobicidade) 
indicia que esta molécula se dissociou na solução aquosa sob a forma de um catião. Tal como 
anteriormente referido, a superfície do material é negativa. Assim, e como consequência das 
forças electrostáticas, a parte hidrofílica da molécula do surfactante (catiónica) será atraída 
pela superfície do aço, ficando a hidrofóbica voltada para o exterior. O material torna-se então 
mais hidrofóbico. Estes dados poderão indicar ainda que o tensioactivo estará abaixo da sua 
cmc, dado que ainda não foi reportada na literatura. A formação destas estruturas resultaria 
num complexo hidrofílico na parte exterior, e consequentemente a zona hidrofóbica ficaria 
inacessível, logo não seria possível aumentar a hidrofobicidade, facto que se verificou nos 
ensaios realizados.  
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3.3 Anti-adesão 
3.3.1 Ensaio de anti-adesão em placas de poços  
Vários biosurfactantes têm demonstrado actividades anti-adesivas, antibacterianas, 
antifúngicas e antivirais, tornando-as moléculas de interesse para o combate às infecções (9) 
(34) (67) (102) (103).  
Não obstante, este tipo de estudo com surfactantes sintéticos foi abordado somente por Vaz 
et al (2011), para dois tipos de bactérias comumente envolvidas nas infecções associadas aos 
dispositivos médicos (Staphylococcus aureus e Escherichia coli) (104).  
Neste sentido, de modo a averiguar a actividade anti-adesiva de surfactantes microbianos e 
químicos, bem como a sua variação com a concentração, executou-se o método descrito por 
Heinemann et al (2000) (95).  
As superfícies de poliestireno das placas de poços de cultura de células foram condicionadas 
com quatro surfactantes: biosurfactante (BS) de L. paracasei e BS de S. thermophilus A; 
Oxidet® DM20 e Findet® 1214N/23. A inibição foi considerada relativa ao poliestireno não 
condicionado. Os resultados com três estirpes microbianas colonizadoras de próteses 
maxilofaciais (S. schleifen MFP 5-1, C. parapsilosis MFP 16-2 e C. albicans MFP 22-1) estão 
ilustrados nas Figuras 5, 6 e 7, respectivamente.   
Figura 5 – Inibição da adesão (%) da S. schleifen MFP 5-1 nas superfícies de poliestireno adsorvidas com 
os diferentes surfactantes. 
Pela análise da Figura 5 consegue-se perceber que o surfactante que inibe de forma mais 
significativa a adesão da S. schleifen é o biosurfactante da S. thermophilus A, com redução da 
adesão de 60,2 ± 2,1 % para uma concentração de 1 g/L e 71,6 ± 1,9 % com uma concentração 
de 4 g/L. O surfactante sintético Findet® 1214N/23 alcança também bons resultados (máximo 
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de 58,5 ± 2,3 % numa concentração de 1g/L). Para ambos os surfactantes referidos, a inibição 
é já relevante com uma concentração de apenas 0,5 g/L.  
À excepção do BS de S. thermophilus A, que revela uma inibição crescente com a concentração 
da solução tensioactiva (nas proporções avaliadas), os restantes surfactantes mostraram um 
comportamento em parábola, com pico máximo na concentração de 1 g/L. Esta constatação 
pode dever-se a diversos factores, nomeadamente às diferenças nas interacções das moléculas 
com a superfície de poliestireno e com a parede celular da bactéria, quando se encontram em 
micelas ou não. O BS de S. thermophilus A não está sob esta conformação, pois a sua cmc é de 
20 g/L (80), bem acima da concentração máxima testada. Os resultados indiciam o aumento da 
sua potencialidade em concentrações superiores, permitindo uma maior interacção com as 
células microbianas, inibindo assim a sua adesão na superfície do material.  
Pelo contrário, o tensioactivo químico Findet® 1214/N (cmc 0,021 g/L) está organizado em 
micelas em todas as condições estipuladas. No entanto, conseguiu-se obter resultados bem 
mais satisfatórios com esta estirpe bacteriana (S. schleifen) do que com a Escherichia coli (3,9 
%) ou a Staphylococcus aureus (-18,6 % - não inibiu chegando a potenciar a adesão) reportados 
por Vaz et al (2011) com uma concentração de 1,5 g/L (104). Verifica-se, assim, que este 
tensioactivo de origem sintética poderá ser mais eficiente com esta estirpe, tornando-se 
interessante para aplicações na cavidade oral, onde as bactérias testadas por Vaz et al (2011) 
não são predominantes. No entanto, convém ressalvar a inexistência de estudos que permitam 
verificar a aplicabilidade destes produtos em contacto com tecidos biológicos, nomeadamente, 
na cavidade oral.  
No que respeita ao Oxidet® DM20, este é o primeiro estudo a avaliar a sua capacidade anti-
adesiva. Pelos resultados com a bactéria testada percebe-se que este não consegue actuar 
satisfatoriamente sobre os microrganismos, sendo os seus valores em qualquer uma das 
concentrações usadas, bem inferiores aos restantes tensioactivos.  
Relativamente ao BS recuperado da cultura de L. paracasei, os resultados indiciam que poderá 
ser mais eficaz numa concentração muito próxima da sua cmc (2,5 g/L (91)). Este 
comportamento verificado com a S. shleifen não é concordante com o obtido por Gudiña et al 
(2010a) anteriormente, em que testaram concentrações crescentes (todas bem acima da cmc) 
com várias estirpes bacterianas e algumas leveduras, e onde se verificou que numa 
concentração de 50 g/L a inibição da adesão chega a ser superior a 70 % com estirpes 
bacterianas também responsáveis pela colonização de dispositivos médicos, como a S. aureus, 
S. epidermidis e Streptococcus sanguis (9).  
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Cerca de 50 % das infecções associadas aos cuidados de saúde advêm de infecções associadas 
aos dispositivos médicos. As consequências deste tipo de infecções podem ser desastrosas; 
incluindo infecções sistémicas e o mau funcionamento do dispositivo, levando à necessidade 
de remoção do mesmo (5) (49). O controlo deste tipo de infecções constitui, assim, um grande 
desafio. O número de infecções associadas aos dispositivos médicos devido a diversas espécies 
de Candida é cada vez maior. Variações de Candida como a albicans e parapsilosis são duas 
das principais e mais preocupantes, pela sua existência comensal e características oportunistas 
(105) (106) (107).  
Figura 6 - Inibição da adesão (%) da C. parapsilosis MFP 16-2 nas superfícies de poliestireno adsorvidas 
com os diferentes surfactantes. 
Observando a Figura 6 verifica-se que os biosurfactantes têm um maior impacto e eficiência 
sobre a adesão da C. parapsilosis (66,0 ± 7,7 % e 69,3 ± 8,2 % para o BS de L. paracasei a 1 g/L 
e 2 g/L, respectivamente; 51,1 ± 10,6 % e 53,1 ± 5,6 % com o BS de S. thermophilus A nas 
concentrações de 2 g/L e 3 g/L).  
O mesmo comportamento em parábola verificado com a estirpe bacteriana, referida 
anteriormente, foi constatado com esta espécie de Candida para o biosurfactante de L. 
paracasei, embora não de forma tão pronunciada quanto com a S. schleifen. Verificou-se ainda 
que, à semelhança do que se pode ver na Figura 5, também com a C. parapsilosis a redução da 
adesão é mais pronunciada à medida que se aumenta a concentração de biosurfactante de S. 
thermophius A.  
Relativamente aos surfactantes químicos em avaliação, verificou-se que nenhum conseguiu 
reduzir significativamente a adesão da C. parapsilosis.   
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Desta forma, o combate às candidíases (infecções provocadas por espécies de Candida, com 
maior relevância e frequência nas áreas oral e urogenital) conseguido por bactérias lácticas, e 
reportado por alguns autores, poderá dever-se à produção de biosurfactantes pelas mesmas 
(66) (108) (109).  
Figura 7 - Inibição da adesão (%) da C. albicans MFP 22-1 nas superfícies de poliestireno adsorvidas com 
os diferentes surfactantes. 
Os resultados evidenciados na Figura 7 mostram que nenhum dos surfactantes estudados 
reduz consideravelmente a adesão da C. albicans. O único que produziu algum efeito na 
adesão deste microrganismo (apesar do erro elevado) foi o Findet® 1214N/23, com uma 
redução da adesão de 32,5 ± 13,4 %, na concentração mais baixa (0,25 g/L).  
Gudiña et al (2010a) também constataram que a acção do biosurfactante de L. paracasei é 
pouco eficaz na redução da adesão da C. albicans à superfície do poliestireno, onde obtiveram 
apenas uma redução de 29,5 ± 1,6 %, com uma concentração de 50 g/L, tendo sido nula para 
concentração mais baixa testada (3,12 g/L) (9).  
Não obstante, pode aferir-se, pela diferença considerável no erro associado ao método 
aplicado, que existe uma tendência de maior dispersão nos valores medidos com as Candidas 
do que com bactérias. Este fenómeno pode dever-se ao facto das estirpes utilizadas poderem 
apresentar-se em diferentes conformações. Isto é, a C. albicans é um microrganismo 
polimorfo, podendo manifestar estruturas de levedura, pseudohifa e hifa. A C. parapsilosis 
pode mostrar as duas primeiras (levedura e pseudohifa). Esta polimorfia característica pode 
acarretar a dispersão da radiação nas estruturas de maior dimensão (pseudohifas e hifas), 
provocando assim um maior erro associado a estes métodos, com estes microrganismos (110) 
(111) (112).  
Fazendo uma avaliação comparativa entre os microrganismos testados consegue-se perceber 
que os resultados foram mais evidentes e satisfatórios (maior redução da adesão microbiana) 
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com os tensioactivos originários das bactérias lácticas, e com tendência a serem ainda 
superiores com concentração mais elevada do biosurfactante da S. thermophilus A.  
Todavia, para a C. albicans esta solução com recurso à adsorção de tensioactivos não parece 
ser ainda uma boa opção para a diminuição da sua adesão a polímeros hidrofóbicos (como o 
poliestireno). Por outro lado, Gudiña et al (2010) reportaram a relevância do uso do 
biosurfactante como agente antimicrobiano sobre esta estirpe (inibiu completamente o 
crescimento – 100 % - com uma concentração de 50 g/L) (9). Ou seja, se por um lado, a 
interacção entre o biosurfactante e a superfície não é suficiente para inibir a adesão desta 
espécie de Candida, por outro poderá ser um agente importante como alternativa a 
antifúngicos convencionais, tal como sugerem também as investigações de Del Re et al (2000) 
(109), Schachtsiek et al (2004) (108) e Singh et al (2004) (66). Apesar disto, Fracchia et al 
(2010) recuperaram um crude de biosurfactante derivado de Lactobacillus sp. CV8LAC que 
revelou actividade anti-adesiva com duas espécies de Candida albicans em 70 – 80 %, numa 
concentração baixa (100 µg/mL) (113).  
Considerando os resultados globais (Figuras 5 e 6), dado tratar-se de um estudo bastante 
moroso e dispendioso, decidiu-se estipular uma concentração dos surfactantes única para 
testar nas superfícies de aço inox 316 L e borracha de silicone. Desta forma, decidiu-se usar 
uma concentração de 1 g/L nos ensaios de anti-adesão a estes materiais.  
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3.3.2 Ensaio de anti-adesão em borracha de silicone 
A adesão microbiana a próteses é um dos principais factores de falência das mesmas. Vários 
investigadores têm dirigido os seus estudos no sentido de minimizar este factor. Rodrigues et 
al (2004a (34) e 2006a (36)) mostraram que o uso de biosurfactantes pré-adsorvidos à 
borracha de silicone inibe a adesão de microrganismos, possibilitando a diminuição da 
ocorrência de infecções associadas a estes biomateriais (83).  
Nesta fase do trabalho foram testados os diferentes surfactantes (biosurfactante de L. 
paracasei e biosurfactante de S. thermophilus A; Oxidet® DM20 e Findet® 1214N/23) 
colocados em contacto com as superfícies durante 18 h, a uma concentração de 1 g/L. Os 
testes de adesão foram realizados com duas espécies microbianas, nomeadamente a S. 
schleifen MFP 5-1 e a C. albicans MFP 22-1. Os resultados estão ilustrados nas Figuras 8 e 9.  
Figura 8 - Número de unidades formadoras de colónias (CFU) de S. schleifen MFP 5-1 por cm
2
 PDMS 
(Sylgard® 184) condicionado com os diferentes tensioactivos. O controlo não tem qualquer substância 
adsorvida. 
A Figura 8 mostra a tendência na redução da adesão bacteriana semelhante à verificada no 
poliestireno (Figura 5). Ou seja, a redução da adesão microbiana numa superfície hidrofóbica 
modificada com os surfactantes, à excepção da borracha de silicone condicionada com Oxidet® 
DM20. No entanto, aqui conseguiu-se uma redução ainda superior à obtida para poliestireno, 
verificando-se uma inibição da adesão na ordem dos 81-90 % para Findet® 1214N/23, 
biosurfactante de L. paracasei e biosurfactante de S. thermophilus A. Estes resultados vão de 
encontro ao reportado por Rodrigues et al (2006a) em que verificaram uma redução da adesão 
de várias estirpes de bactérias de 89-97 % com a adsorção de biosurfactante de S. 
thermophilus A, numa câmara de adesão dinâmica com fluxo laminar (36). Pela comparação 
entre os resultados destes autores com os conseguidos no presente estudo, percebe-se que os 
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tensioactivos testados têm comportamento similar sobre as bactérias, demonstrando 
percentagens de redução próximas entre si e bastante consideráveis.  
Apesar de não terem sido feitas as medições dos ângulos de contacto com as amostras de 
silicone condicionadas com os tensioactivos, consegue-se perceber (pelos resultados 
apresentados na Figura 8) que a adsorção foi efectiva, havendo, provavelmente, uma grande 
moderação na hidrofobicidade do material. Rodrigues et al (2006a) referem uma redução de 
109 ± 2 o para 58 ± 7 o da superfície da borracha de silicone com crude de biosurfactante de S. 
thermophilus A adsorvido na superfície (36). Pinto et al (2011) conseguiram ligar 
quimicamente quatro biosurfactantes: de S. thermophilus A, S. thermophilus B, L. lactis 53 e L. 
paracasei ao PDMS; obtendo uma redução do ângulo de contacto do PDMS de 112 ± 3,3 o para 
44,0 ± 3,3 o; 43,7 ± 3,8 o; 51,4 ± 3,3 o e 49,3 ± 3,5 o, respectivamente (82). Desta forma, 
consegue-se perceber que a adsorção do biosurfactante promove um aumento da 
hidrofilicidade do material semelhante ao adquirido pela abertura de radicais livres na 
superfície do PDMS e ligação dos biosurfactantes através dos mesmos, demonstrando que esta 
poderá ser uma boa alternativa para uma ligação mais duradoura e efectiva dos tensiactivos a 
este tipo de biomaterial. Contudo, não devem ser descurados os testes físicos e mecânicos de 
modo a que a modificação química incutida na estrutura do PDMS não comprometa o seu 
desempenho, nem biocompatibilidade. É de realçar que, para a maioria dos dispositivos 
médicos implantáveis, os revestimentos dos materiais devem ser duradouros e não podem 
colocar em risco o desempenho mecânico, mantendo ou incrementado a sua 
biocompatibilidade (4).  
Figura 9 - Número de unidades formadoras de colónias (CFU) de C. albicans MFP 22-1 em PDMS 
(Sylgard® 184) condicionado com os diferentes tensioactivos. O controlo não tem qualquer substância 
adsorvida. 
Ao contrário do demonstrado por Rodrigues et al (2006a), não se conseguiu verificar uma 
redução na adesão da C. albicans à superfície do PDMS modificado com o biosurfactante de S. 
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thermophilus A. Estes autores verificaram uma redução da adesão de diversas leveduras entre 
67–70 %. Não obstante, também constataram uma diferença significativa na adesão da C. 
albicans ao PDMS, mesmo não modificado com os tensioactivos, apresentando valores 
significativamente inferiores às restantes estirpes de levedura estudadas (36).  
Mais uma vez, os erros associados às experimentações com a C. albicans são bem superiores 
aos obtidos com a bactéria estudada, evidenciando possíveis limitações dos métodos 
experimentais para as mesmas.   
Todavia, o surfactante sintético FIndet® 1214N/23 demonstra alguma capacidade de reduzir a 
adesão desta levedura, em cerca de 60 %. Todos os outros parecem promover a sua adesão, 
apesar dos grandes erros associados, como já referido.  
Apesar de se ter conseguido alcançar alguns resultados satisfatórios, é de salientar o facto de 
terem sido repetidas por diversas vezes estes ensaios de anti-adesão. Em alguns ensaios 
verificou-se alguma contaminação por outros organismos que não os usados nos testes em 
causa. Neste sentido, foram desenvolvidas várias estratégias para remover organismos 
contaminantes dos extractos de biosurfactantes. Isto é, verificou-se que, após a recuperação 
do biosurfactante da cultura celular e preparada a solução a 1 g/L, esta possui ainda 
microrganismos capazes de colonizar as amostras e contaminar as contagens das CFUs das 
espécies testadas. Este fenómeno não seria esperado à partida, uma vez que o sobrenadante 
recuperado é filtrado com filtros de 0,45 e 0,22 µm. Uma vez que nem todos os 
biosurfactantes podem ser submetidos a altas temperaturas, pela possibilidade de perderem 
as suas características tensioactivas, a solução final encontrada foi filtrar novamente com os 
filtros de seringa de 0,22 µm (filtros de acetato de celulose, Syringe Filter Sterile-R) (91) (104).  
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3.3.3 Ensaios de anti-adesão em aço inox 316 L  
Os resultados obtidos nos testes de anti-adesão em placas metálicas de aço inoxidável 316 L 
estão ilustrados nas Figuras 10 e 11, com a S. schleifen e C. albicans, respectivamente.  
 
Figura 10 – Número de unidades formadoras de colónias (CFU) de S. schleifen MFP 5-1 por cm
2
 de aço 
inox 316 L condicionado com os diferentes tensioactivos. O controlo não tem qualquer substância 
adsorvida. 
 
Figura 11 - Número de unidades formadoras de colónias (CFU) de C. albicans MFP 22-1 por cm
2
 de aço 
inox 316 L condicionado com os diferentes tensioactivos. O controlo não tem qualquer substância 
adsorvida. 
Apesar do grande aumento da hidrofilicidade das superfícies metálicas (Tabela 6), bem 
superior ao reportado por Meylheuc et al (2006) com os biosurfactantes de P. fluorescens e L. 
helviticus também em superfície de aço inoxidável (304 L) (48), as alterações na adesão 
microbiana não foram tão significativas, num cômpito geral, quanto as destes autores com 
quatro estirpes de L. monocytogenes.  
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Poderão existir algumas justificações para o comportamento observado, nomeadamente 
poderá ter ocorrido a remoção do surfactante adsorvido na superfície do metal. Ao contrário 
do realizado aquando da preparação das superfícies para a medição dos ângulos de contacto, 
as amostras usadas nos ensaios anti-adesivos não foram previamente secas. Assim, esta não 
remoção da água da superfície poderá ter interferido no processo de interacção entre as 
moléculas de surfactante e as moléculas de água do meio celular. Ou seja, tratando-se de uma 
adsorção e não uma ligação química, a existência de moléculas de água poderá permitir uma 
maior dispersão das moléculas tensioactivas da superfície para o meio celular. Tratando-se de 
uma superfície hidrofílica, o espalhamento da água sobre a superfície tenderá a promover essa 
difusão. Este fenómeno poderá ficar diminuído com a secagem, potenciando assim o aumento 
da força da adsorção. Esta eliminação da água da superfície metálica foi tida em conta 
aquando dos ensaios desencadeados pelos autores acima mencionados, corroborando esta 
possibilidade. Assim, seria desejável a repetição dos ensaios de anti-adesão nas placas 
metálicas de aço inox 316 L, de modo a averiguar esta possibilidade na interferência dos 
resultados. Todavia, dada esta limitação verificada pela adsorção, pois trata-se de um 
biomaterial, por si só, bastante hidrofílico, uma solução ideal passaria pelo estudo de 
condicionamento com os biosurfactantes através de uma ligação química irreversível, desde 
que a mesma não incorresse na alteração do desempenho mecânico nem da 
biocompatibilidade do material.  
Não obstante, foi ainda possível constatar alguma redução da adesão da S. schleifen ao aço 
inox 316L adsorvido com os surfactantes de origem microbiana (cerca de 59 % com o crude da 
L. paracasei e 34 % com o crude de biosurfactante da S. thermophilus A). 
Esta bactéria foi pouco estudada e não existem ainda referências na literatura sobre as suas 
características específicas. No entanto, pelos resultados que foram sendo obtidos no presente 
trabalho, depreende-se que, apesar de ser um microrganismo da flora oral e colonizador de 
próteses maxilofaciais, os surfactantes constituem um método potencialmente eficaz na 
diminuição da sua adesão a biomateriais como os polímeros hidrofóbicos similares ao 
poliestireno, PDMS e aço inox 316 L. 
Foram realizadas todas as diluições em triplicado, bem como o número de amostras de cada 
condição, avaliando-se assim a repetibilidade e reprodutibilidade do método. Contudo, é de 
salientar a grande variabilidade verificada, reflectindo-se num erro elevado na grande maioria 
dos casos.  
Fazendo uma análise comparativa entre os dois materiais submetidos ao mesmo 
procedimento (aço inox e borracha de silicone), com a S. schleifen, a adesão global, ao 
contrário do que seria expectável (devido à maior hidrofobicidade do segundo), foi superior na 
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superfície metálica do que na borracha. Este comportamento pode dever-se a alguma 
rugosidade das placas metálicas usadas. Tal como referido no ponto 3.2.2, observou-se alguma 
irregularidade na forma das gotas de água, devido à visível irregularidade da superfície do aço. 
Vários autores têm associado o aumento da colonização por agentes infeciosos dos 
dispositivos médicos com a rugosidade da superfície do biomaterial usado (114) (115). Neste 
sentido, seria uma boa opção promover uma maior regularidade da superfície nos processos 
de fabrico do material, já que o mesmo possui muito boas propriedades de hidrofilicidade. 
Adicionalmente, é de referir que as amostras utilizadas nos estudos não foram produzidas 
especificamente para aplicações biomédicas, daí não ter existido uma preocupação prévia com 
a homogeneidade da superfície.  
No que concerne aos dois microrganismos testados – uma bactéria Gram-positiva e um fungo 
– verificou-se que os resultados com a C. albicans não mostraram qualquer tendência no seu 
comportamento adesivo com os quatro tensioactivos, nos diferentes materiais testados, tendo 
ainda revelado uma grande dispersão dos resultados. Estes resultados podem remeter para a 
não adequação dos procedimentos usados para o estudo da adesão de Candidas. Sabe-se que 
os mecanismos de interacção são variáveis, e os meios pelos quais se estabelecem são 
distintos entre diferentes espécies microbianas (27). A adesão da C. albicans é promovida por 
proteínas da membrana, nomeadamente, as adesinas (107) (116). Este tipo de adesão é, 
portanto, bastante mais forte e efectiva do que a que acontece com bactérias. Tendo o 
método utilizado sido reportado anteriormente somente para bactérias (L. monocytogenes) é 
possível que este apresente alguma limitação para fungos (48). Uma possibilidade poderá ser 
decorrente do tempo e condições do banho de ultrassons. Ou seja, este poderá não ser 
suficiente para desagregar as células da superfície, dadas as características específicas da 
adesão da C. albicans. Neste sentido, seria interessante fazer-se um estudo dos métodos mais 
eficazes de remover diferentes microrganismos de materiais diferentes, sem incorrer na 
inviabilidade dos mesmos, e permitir a sua transferência total para o meio líquido. Desta forma 
ter-se-ia maior confiança nos testes anti-adesivos que são realizados, permitindo ainda a sua 
padronização. 
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4. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 
Os crudes dos surfactantes de origem microbiana foram recuperados no curso deste trabalho 
tendo-se obtido rendimentos reduzidos. Verificou-se que são requeridos muitos recursos para 
o cultivo das bactérias lácticas, recuperando-se ainda uma pequena quantidade de produto 
tensioactivo. Os custos de produção são, assim, muito elevados quando comparados com os 
tensioactivos químicos. Neste sentido, várias investigações têm sido feitas para criar 
alternativas aos meios de cultura, através do uso de resíduos da indústria alimentar, por 
exemplo. Um outro percurso a ter em consideração nas próximas pesquisas é o conhecimento 
das moléculas no sentido de averiguar qual o principal grupo responsável pelas suas 
capacidades tensioactivas, anti-adesivas e antimicrobianas, aumentar o rendimento de 
recuperação e incrementar a pureza do produto, podendo levar à redução da quantidade 
necessária para a alteração das propriedades superficiais.  
Todos os surfactantes usados neste trabalho revelaram boa capacidade na redução da força de 
coesão das moléculas de água, reduzindo a tensão superficial da mesma. As superfícies dos 
materiais foram modificadas e, após o estudo desenvolvido é possível concluir que os 
biosurfactantes de S. thermophilus A e de L. paracasei e o surfactante sintético 
Findet®1214N/23 apresentam características de interesse que permitem a redução da adesão 
bacteriana (S. schleifen) a materiais como o poliestireno, PDMS e aço inox 316 L. Porém, os 
biosurfactantes foram os únicos capazes de reduzir significativamente a adesão da C. 
parapsilosis, pelo que se deveria continuar a estudar o seu efeito com outras estirpes 
recorrentes na colonização de dispositivos médicos.  
Apesar de alguns resultados satisfatórios, é de realçar que existem ainda muitas limitações a 
nível experimental. Como tal, sugere-se a optimização dos métodos de investigação, 
nomeadamente para as espécies de C. albicans, permitindo uma mais correcta avaliação do 
poder anti-adesivo destes produtos sobre o microrganismo.   
Dados os bons resultados conseguidos com estes materiais, seria importante extrapolar estes 
estudos para materiais recorrentes na engenharia biomédica, (e.g. poly(lactic) acid (PLLA) 
(117), polycepralactone (PCL) (118), ultra high molecular weight polyetilene (UHMWP) (119)) 
podendo alargar a sua utilização.  
Não existe ainda investigação sobre a biocompatibilidade e citotoxidade que esta modificação 
nos biomateriais (adsorção de surfactantes de origem biológica ou química) pode acarretar. 
Será então um passo importante a ter em consideração para o uso em contacto directo com os 
tecidos biológicos. É ainda relevante o estudo da adesão em condições dinâmicas, uma vez que 
o corpo humano não é um sistema estacionário, havendo circulação de fluidos, 
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nomeadamente sangue (interessante pela aplicabilidade do PDMS em cateteres, por exemplo), 
secreções e sucos digestivos (no tracto oral, esofágico, digestivo e urinário, relevantes nas 
aplicações em próteses maxilofaciais, da fala, algaliação, entre outras).   
Em suma, é possível afirmar que os surfactantes, destacando-se os de origem biológica, 
constituem uma solução possível e interessante para a redução da adesão microbiana aos 
dispositivos médicos. A realização de estudos ao nível da genética (com microrganismos hiper-
produtores), meios de cultura optimizados a custos reduzidos, recuperação mais eficiente 
(desde a liofilização controlada até ao processo de esterilização), bem como métodos de 
ligação às superfícies dos biomateriais mais fortes e duradouras, que conservem ou 
incrementem as características mecânicas e de biocompatibilidade, serão os principais 
desafios a enfrentar nos próximos anos.   
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